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Introduction générale

L’utilisation des engrais a permis I’amélioration des rendements en agriculture par les
besoins croissants de 1’alimentation humaine.

Le cofit ¢levé de ces engrais (se répercute sur le prix de revient, le prix de vente, et ainsi le
pouvoir d’achat surtout des produits de premicres nécessité (pomme de terre carotte etc.); les
risques potentiels de pollution de I’environnement ainsi que 1’épuisement des sols en raison de
leur surexploitation qui s’oppose a cette pratique sont autant d’inconvénient. (Ary B. et al. 1988)

D’une autre part, ces engrais posseédent un effet néfaste sur la durée de vie de la terre et
favorisent sa mort par désagrégation et perte par une minéralisation rapide des éléments
organiques du sol en contribution avec des micro-organismes telluriques a effet primordial sur la
dégradation et la régénération périodique de la maticre organique, soit par la fixation de I’azote
atmosphérique ou bien par I’assimilation de 1’azote minéral et du gaz carbonique; soit par la
minéralisation de la matiére organique préexistante et devient ainsi un simple support de la
plante.(Davet P., 1996).

Le sol constitue un réservoir inépuisable et riche en formes variées de produits de
métabolisme de micro-organismes: dégagement d’anhydride carbonique, ammoniaque, formation
de nitrates, libération d’oligosaccharides a partir de sucres complexes. Ces micro-organismes sont
des étres vivants qui présentent schématiquement des besoins nutritifs analogues a ceux des
formes supérieures de vie. Pour leurs croissances et leur développement ils requiérent des
aliments pour leurs processus vitaux et la syntheése tissulaire. Selon les cas, ces deux buts sont
atteints grace a des sources nutritives différentes ou identiques.

En plus de ces deux classes d’aliments individualisés par «les €nergétiques », (qui sont
destinés a couvrir les dépenses de syntheses spécifiques, protéines, acides nucléiques, ...) et les
«essentiels», (constituées par les €¢léments constituant C, H, N, P, K, S,.), on distingue des
facteurs de croissance indispensables a certains types microbiologiques qui sont inaptes a les
synthétiser (Soltner D., 1988).

Un apport partiel est fourni par I’enfouissement des débris végétaux de la récolte
précédente afin d’améliorer la teneur de ces sols en mati¢re organique et en ¢léments minéraux.

Notre travail comportera donc deux parties dont I’une consistera a comparer I’influence
des deux parties de la féve, utilisée (Vicia faba), feuilles et tiges, séchées et broyées séparément,
vu leurs teneurs différentes en matieres organique et en substances flavonoides (Donalds A.,
1997) sur la fertilisation des sols (en dosant différents éléments minéraux tels que ’azote le
carbone, les sucres totaux libérés dans le sol, formation et minéralisation des acides humiques et
acides fulviques, évolution du pH, étude de la respirométrie aérobic et anaérobic, ainsi que
I’évolution des germes hétérotrophes champignons totaux et des bactéries du cycle du carbone en
fonction de la décomposition des différentes parties de la plantes.

En deuxiéme lieu nous avons isolé et sélectionné des bactéries cellulolytiques des deux
amendements (deux de chaque) ainsi que leur caractérisation et étude de 1’activité cellulolytique
sur substrats synthétiques et naturels.

Toutes les expériences sont réalisées in-vitro, c’est a dire a des facteurs d’humidité et de
températures controlées, lesquels dans des conditions naturelles peuvent avoir une influence
remarquable sur I’évolution et 1’étude.






1. Généralités

1.1. Le sol

On désigne d’une maniere générale le sol comme la couche superficielle de la terre
distinguée de la roche mére, c’est la couche externe arable de la surface terrestre.

On définit aussi le sol suivant son utilisation, le fermier a une conception pratique du sol et
le voit comme un milieu ou poussent les cultures, par contre I’ingénieur en génie civil le
considére comme un support des buildings et des chaussées ...

Mais de toutes les conceptions, la plus importante est celle d’un milieu pour la croissance
des plantes. Cette conception devient de plus en plus importante avec la croissance
démographique de la population mondiale (Foth, 1978)

Le sol est considéré comme 1’un des endroits les plus dynamiques de la nature, en ce qui
concerne les relations d’échange entre les €tres vivants ainsi que les réactions biochimiques liées
a la dégradation de la matiere organique (Alexander, 1982)

Le sol est le matériel qui nourrit et supporte la croissance des plantes, mais selon (Pochon
et De Barjac, 1958), il constitue le grand réservoir de presque tous les micro-organismes
planétaires, ils concourent a la vie du sol, considéré comme un organisme vivant. Ce sont les
micro-organismes qui forment le champ d’étude de la micro-bio-logie du sol.

Chacun de ces germes ne vit pas seulement pour son propre compte, il est tout d’abord en
rapport avec d’autres germes de la méme espéce ou d’especes différentes, qui agissent d’une
maniére synergique.

L’ensemble de cette microflore synergique est doué¢ d’activités différentes parfois
antagonistes.

Entre ces groupements s’établissent des interactions similaires a celles qui existent dans un
organisme supérieur, les différentes fonctions physiologiques s’intriquent, se répercutent les unes
sur les autres et cooperent a 1’équilibre et a la vie de 1’organisme entier.

La connaissance de la nature du milieu ou vivent les micro-organismes est considérée
comme une phase assez importante pour 1’étude de la microflore du sol. (Duchaufour, 1979)
suppose que la microflore du sol ne peut étre et ne doit pas étre 1’étude bactériologique des
especes, que les techniques usuelles permettent d’en isoler. Un tel champ d’expérience serait a la
fois, trop large et trop étroit. Trop large car il engloberait 1’étude des germes qui n’ont rien a voir
avec la vie du sol, comme les germes pathogeénes dont le sol n’est qu'un réservoir ; trop étroit
surtout, car il laisserait de coté les interactions biologiques et biochimiques dont I’importance est
grande, bien que ce champ (étroit) donne une idée fausse des processus vitaux du sol, confondant
les potentialités de chaque espéce avec ses possibilités dans le milieu complexe du sol.

Le sol apparait réellement comme une entité, un organisme a la fois hétérogene pour sa
structure, par la diversité de ses fonctions physiologiques et homogenes pour son équilibre et ses
réactions vitales.

Le sol présente une structure qui met en évidence la présence de colloides organisés a la
fois a I’échelle particulaire ; aussi a 1’échelle tissulaire, c’est au sein d’un tel tissu que se
développent les micro-organismes.

La microscopie directe met en évidence cette structure et les colonies microbiennes
autochtones en connexions entre les fins flocons de gel organiques et chimiques (Pochon et De
Barjac, 1958).

Comme tout organisme vivant, le sol respire, fixe I’oxygéne et libére le CO,, comme chez
tout organisme vivant 1I’eau joue dans le sol un role capital. Et enfin le sol peut vieillir et mourir.

1.1.1. Notion de fertilité:

La fertilité d’un sol est sa capacité de produire des fruits, c’est a dire a fournir des récoltes
ayant un rendement élevé et de bonne qualité. Cette capacité repose sur un ensemble de propriété
du sol lui-méme, telle la texture, la structure, la profondeur la réaction du sol, sa teneur en




¢léments nutritifs, en humus ; ses propriétés de désorption et ses teneurs essentielles en éléments
toxiques.

1.1.2. La fertilisation:

C’est un ensemble de pratiques culturales coordonnées ayant pour objectif d’assurer aux
plantes cultivées une alimentation correcte dans 1’ensemble des ¢léments nutritifs par 1’apport de
maticre fertilisante (engrais et amendements) ; elle a pour but de créer, d’améliorer ou de
maintenir les caractéristiques biologiques et physico-chimiques du sol, aptes a optimiser
I’absorption par les plantes des ¢léments nécessaires a leur croissance et aux rendements, d’une
part ; d’assurer la complémentation des fournitures en provenance du sol, d’autre part.

1.1.3. Les matiéres fertilisantes:

Les maticres fertilisantes sont habituellement regroupées en deux -catégories, les
amendements et les engrais.

Les amendements sont des substances destinées a améliorer I’ensemble des propriétés des
sols : propriétés physiques, chimiques et biologiques. Parmi les amendements on distingue d’une
part les matieres minérales, d’autre part les mati¢res organiques.

Les engrais sont les substances destinées a fournir aux plantes en général par
I’intermédiaire du sol, un ou plusieurs éléments afin de compléter les fournitures en provenance
du sol lui-méme.

La distinction entre amendement et engrais n’est pas parfaitement nette. Certains
amendements, destinés dans un premier temps a 1’amélioration des propriétés du sol, contiennent
des ¢léments utilisables par la plante et participeront a sa nutrition.

1.1.3.1. Les amendements organiques:

Durant des milliers d’années, I’homme a reconnu I’importance de la matiére organique
dans la production de I’aliment. Des populations d’indiens nommés Squanto, enterraient des
poissons morts dans leurs collines.

La matiére organique est un ensemble de substances provenant de débris végétaux, de
déjections et de cadavres.

Un sol prend naissance dés que la moindre vie végétale et animale vient s’installer dans
les premiers débris de décomposition d’une roche. A la mort de ces étres vivants leurs substances
s’incorporent au sol, se mélangent aux substances minérales.

Soltner (1988), classe les matiéres organiques en quatre groupes de substances.

Les végétaux et animaux vivants : influent directement sur les propriétés du sol.

Les débris végétaux et animaux organisés : ou matieres organiques fraiches, ont sensiblement la
méme composition que les tissus dont ils proviennent.

Des substances hydrocarbonées (sucres solubles, amidon, cellulose, lignine, maticre
grasse, résines).

Des maticres azotées, surtout sous forme de protéines riches en P et S.

Des sels minéraux libres de calcium, magnésium, potassium, sodium.

Produits transitoires : qui sont les maillons de cette transformation portant des maticres
organiques fraiches a grosses molécules et aboutissant pour la plupart de ces molécules a des
substances minérales simples a petites molécules, du gaz carbonique, sulfates .....de potassium,
de calcium, de magnésium, de sodium ...




L’humus : synthétisé au cours de I’humification qui commence aussitot aprés proliférations
microbiennes.

Du point de vue organique plusieurs auteurs dont Cizek V., 1967 ; Moureaux Cl., 1972
décrivent I’importance de la matiére organique sur trois plans différents.

Elle améliore la structure des sols légers dont elle cimente les particules en agrégats
stables et des sols lourds en diminuant I’adhésivité en les rendant friables.

Elle régularise I’humidité en favorisant 1’évacuation de 1’eau en exces des sols argileux et
en augmentant la capacité de rétention en eau des sols sableux, protége le sol contre I’érosion et
retient les pertes de nutriment par lessivage.

Biologiquement la matiére organique est le support de 1’aliment des étres vivants du sol
qui participent activement a la nutrition des plantes et a ’amélioration des qualités physiques du
sol (Foth, 1978 ; Soltner, 1988).

a). Fumier de ferme

Il est constitué par un mélange de liticre et de déjections animales ayant subi des
fermentations plus ou moins poussées en étable et en tas. La décomposition varie suivant la nature
et la proportion des matieres premieres.

Les amendements fumigenes devraient se faire régulierement, idéalement tous les ans.
Dans la pratique, ils sont effectués tous les trois a six ans.

En général, I’apport de fumier est réservé aux terres destinées aux cultures sarclées :
betteraves, pomme de terre, mais, cruciféres, tournesol, plutot qu’aux céréales.

Il faudrait incorporer le fumier au sol en superficiel, plutoét que de I’enfouir en profondeur.
En anaérobiose, le fumier ne se décompose pas, ne se minéralise pas en aliment utile a la plante et
constitue une sorte de discontinuité dans I’horizon exploré par les racines, avec risque
d’intoxication et d’asphyxie pour la plante.

b). Le purin

On appelle " purin " I’ensemble des liquides s’écoulant des litieres ou des fumiers. C’est
un produit trés fermentescible, qui doit étre rapidement mis a l'abri et conservé dans une fosse
¢tanche, a l'abri de l'air sous peine de voir se perdre une partie de I'azote qu'il contient (urée en
aérobie donne NHj gazeux).

La composition est trés variable ; en moyenne 1 m’ contient 1,5 a 2,5 kg d'azote ; 0,25 a
0,5 de P,Os ; 4 a 6 kg de K,O ; un peu de matiére organique en suspension et des hormones qui
exerceraient une action stimulante sur la croissance racinaire.

c). Le lisier

On appelle " lisier " le mélange de déjections liquides et solides, de l'eau avec un
minimum de litiére.

L'utilisation du lisier est trés semblable a celle du purin.

d). Les résidus de récolte

Ce sont des déchets organiques laissés sur le sol apres enlevement d'une récolte (feuilles,
racines, etc.) ; on distingue deux types : les résidus pailleux et les non pailleux.

Certaines cultures laissent donc des résidus capables de compenser en moyenne des pertes
d'humus consécutive a la minéralisation.

Les résidus pailleux moins fermentescibles, ont un effet moins intense mais plus prolongg.
Leur rapport C/N est élevé, peut étre réduit par apport d'un peu d'azote.
e). La prairie

Il est difficile d'évaluer la quantité d'humus produite par une prairie. Pour une prairie
temporaire (3 ans), cette quantit¢ est de 750 a 900 Kg ; pour des prairies établies depuis
longtemps, la valeur d'humus est d'au moins 1000 Kg/ha, mais peut étre beaucoup plus élevé 2500
Kg/ha (Deloye et Rerour, 1958).




f). Les composts
Le compostage est le traitement de nombreuses maticres végétales ou animales en vue de

faire démarrer en milieu normalement anaérobie une fermentation en atmosphére confinée ou
l'effet sera la prolifération de micro-organismes avec réorganisation des mati¢res minérales dont
l'azote nitrique et ammoniacal.

De nombreuses matiéres peuvent étre compostées.

-des déchets végétaux : fumiers, pailles, résidus de récolte, foin, broussaille.

-des déchets d'industrie : résidus de scieries, écorces, mares, pulpes.

-des résidus urbains : gadoues de ville, ordures ménageres triées, ...

-des résidus d'origine animale : riches en mati¢res minérales qui peuvent étre ajoutées a
des matieres végétales riches en carbone.

g). Les engrais verts

On appelle " engrais vert " des cultures de plantes a croissance rapide destinées a étre
enfouis pour améliorer les propriétés physiques et chimiques du sol et a I'enrichir en humus. On
leur reconnait plusieurs roles.

-IIs améliorent la structure du sol par leur enracinement et sa protection contre la
déprécation due aux eaux de précipitation.

-IIs contribuent a la maturation des plantes par diminution du lessivage des éléments
nutritifs solubles (azote nitrique par exemple), libération de matiéres minérales par
décomposition, par remontée et restitution dans la zone superficielle de K,O et P,Os puisés dans
les couches profondes.

Ces cultures sont de tres faibles producteurs d'humus, mais la mati¢re organique fraiche
produite est trés efficace pour 1'amélioration de la fertilit¢é chimique du sol ainsi que pour
l'accroissement de son activité microbiologique.

Une culture d'engrais vert évapotranspire environ 150 a 200 mm d'eau de plus qu'un sol nu
en conditions moyennes. Dans certaines régions, la culture suivante peut étre génée dans son
développement par manque d'eau. (Giordano, 1958).

h). Répartition écologique de la mati¢re organique

La teneur en mati¢re organique des sols differe suivant le type de sol et la nature de récolte
(Foth, 1978 ; Alexander, 1982 ; Soltner, 1988) car les racines des herbes ont une vie courte et
chaque année elles s'ajoutent a la matiére organique humifiée se trouvant auparavant ; alors que
les racines des arbres ont une vie longue et I'accumulation annuelle de matiére organique se
limitent aux feuilles et le bois tombant sur la surface (Demelon, 1966).

Les sols arides ont naturellement une trés petite quantit¢ de matiére organique mais
l'irrigation et la production de culture provoquent une augmentation de la teneur en matiere
organique, si celle-ci est retournée dans le sol, ceci peut créer alors un nouvel équilibre organique
autre que l'original.

1). Rendement en humus des matiéres organiques enfouies.

L'humus libére des agents actifs de différents types de substances de croissance, des
inhibiteurs de croissance, des substances améliorant la résistance des plantes. Il est un agent de la
capacité de production des sols, il améliore les conditions de vie pour la plante et lui permet de
produire davantage.

La quantité d'humus fournie, varie suivant le type de matiére organique enfouie.

A cet égard, le rapport C/N est une caractéristique importante de la matiére organique. Un
humus a un rapport C/N d'environ 10 a 15.

Les mati¢res organiques animales (muscles, graisses, sang, ...) ne contiennent pas de
lignine, donc ne produisent pas d'humus.

Les matiéres a C/N faibles produisent peu d'’humus, mais leur décomposition et la
libération de 1'azote qu'elle contienne sont rapides.



Les matic¢res a C/N élevé, compris entre 15 a 30 permettent une bonne humification, les
micro-organismes dispose de peu d'azote dans les mati¢res organiques enfouies.

Les matieres organiques a C/N tres élevé, supérieur a 30 sont capables de donner de trés
fortes quantités d'humus, a condition que les micro-organismes puissent trouver ailleurs un
complément d'azote minéral (préexistant dans le sol, apporté par une fumure minérale). (Delphin,
1986; Monnier, 1965)

L'humus permet d'obtenir la structure aussi bien dans les sols légers que dans les sols
lourds, en raison des liaisons entre les grandes particules d'humus, les particules minérales. En
cas d’action des destructeurs de la structure par des agents comme 1’eau, le gel, certains travaux
du sol, les matic¢res adhésives produites par les micro-organismes du sol, (les humates ou sel
d'acides humiques), peuvent avoir un effet stabilisant sur les propriétés structurales.

L'humus améliore la capacité de rétention de l'eau dans les sols, il améliore 1'aération par
la structuration du sol, augmente la température du sol par un meilleur drainage et par coloration
foncée de la matiére organique en cours d'humification.

). Action sur les propriétés chimiques
La capacité d'échange de 'humus est plus ¢levée que celle de 1'argile, il peut stocker en
surface des ions nutritifs minéraux. La décomposition des mati¢res organiques fraiches peu
lignifiées ainsi que la minéralisation lente de 'humus stable, contribuent a la nutrition des plantes.
La libération de gaz carbonique par oxydation de I'humus, accroit la solubilité de certains
¢léments nutritifs dans le sol et facilite leur utilisation par la plante, et qui est recyclé pour la
photosynthése. (Balland, 1980)

1.1.3.2. Les amendements minéraux

Parmi les amendements minéraux, on trouve des mati¢res qui ont pour -effet,
essentiellement de modifier la texture : ce sont par exemple le sable, destiné a alléger la texture
d'un sol argileux ou la marne argileuse destinée a enrichir en fraction fine colloidale les sols
sableux trop légers.

Un autre groupe d'amendements minéraux, les amendements calcaires qui ont pour role
d'améliorer les propriétés physico-chimiques du sol, en particulier 1'état ionique de la solution du
sol et du complexe argilo-humique. Il provoque comme modification principale, 1'augmentation
du pH ainsi que celle des teneurs en calcium et en magnésium des sols.

a). Principaux effets des amendements minéraux

Le calcium rend les sols plus meubles et plus stable : il favorise la porosit¢ donc
'économie en eau et I'aération, il facilite le travail du sol et sa colonisation par les racines.

Les ions Ca™ et Mg' " se fixent sur les colloides chargés négativement et provoquent la
floculation ; ils régularisent le pH, favorisent les échanges d'ions nécessaires a la plante.

Le calcium favorise I'humification, contribue a la formation du complexe argilo-humique
et maintient le pH du sol dans les limites favorables a l'activité biologique, a la vie et a la
croissance de la plante.

En effet, les éléments nutritifs sont difficilement absorbables, voire inassimilables pour
certains pH.

En dessous de pH 5 ; P, K, Na, Ca, Mg, S, Mo, sont difficilement absorbés, par contre
certains éléments toxiques sont tres assimilables ; 'aluminium contenu dans les minéraux silicatés
le manganese, le cuivre. Au-dessus de pH 7 ; P cristallise, Fe, Mn, et Be, sont bloqués. (Pesson,
1971).

Le pH idéal pour la production végétale est donc en moyenne compris entre 6 et 7 ; les
possibilités de production sur les sols ayant d'autres pH sont bien réelles, mais il est parfois vain,
voire néfaste de vouloir modifier ceux-ci. Le calcium peut étre échangé contre d'autres cations en
particulier K, NH," avec remise en solution du Ca' et perte possible, souvent accompagnée
d'une acidification du sol.




b). Effet sur les propriétés biologiques

Le calcium et le magnésium rendent le milieu favorable aux micro-organismes du sol,
agents de la décomposition des matiéres organiques, de I'humification, de la minéralisation de la
fixation symbiotique etc.

Si le pH est nettement acide, les bactéries sont absentes tandis que se développent les
champignons peu actifs dans 'humification, avec pour résultats une accumulation de la maticre
organique non décomposée. De méme, certains champignons parasites peuvent se développer
(pied noir de betteraves, hernie de cruciferes...)

¢). Appauvrissement du sol en éléments minéraux

L'acidification est le résultat du remplacement des cations minéraux par des ions H' sur le
complexe absorbant du sol.

Des pertes de calcium et de magnésium sont dues au lessivage des carbonates provoqué
par le CO; et les acides organiques faibles, excrétés par les plantes ou la matiére du sol.

Dans un sol cultivé, les pertes doivent aussi tenir compte des exportations par les récoltes ;
celles-ci varient en fonction de I'espéce cultivée, des rendements exportés et de la richesse des
sols.

La décalcification peut étre remplacée par d'autres ions métalliques sans modification de
pH. (Vanrero, 1974)



1.2. Microbiologie du sol

A coté de la végétation, développée en surface du sol, une multitude d’organismes
microscopiques, se rencontre pratiquement dans tous les échantillons de sol. Caractérisée par sa
diversité et son nombre, cette population se compose principalement de bactéries, des micro-
champignons, des actinomycetes, des algues et des protozoaires.

Comme pour les populations de la micro-faune, certains des micro-organismes peuvent
jouer un role néfaste sur la végétation comme pathogenes ; d'autres au contraire sont essentiels
dans la production des composés nutritifs nécessaires a la croissance.

1.2.1. Les Bactéries

Se sont des étres vivants microscopiques, leurs dimensions sont en moyenne de 1 a2 x 1,5
a 4 um, mais 1'écart entre les valeurs minimales et maximales sont considérables ; ainsi la taille
des Mycoplasmes et de l'ordre de 0,1um, tandis que certaines bactéries filamenteuses ont une
longueur de 1 mm (Davet, 1996).

1.2.1.1. Nutrition

Les cellules bactériennes ont besoin de matériaux de base pour construire leurs molécules
organiques : du carbone, de l'azote, du phosphore, du soufre et divers autres éléments minéraux,
éventuellement des facteurs de croissance. Certaines sont capables d'utiliser le carbone sous sa
forme minéral ; le dioxyde de carbone (CO;) atmosphérique ou dissous dans I'eau est 1'élément de
départ de toute leur synthése organique ; on les qualifie d'autotrophes. Le plus grand nombre qui a
besoin de composés organiques déja synthétisés par d'autres organismes, se sont des
hétérotrophes. (Dommergues et Mangenot, 1970)

L'énergie nécessaire au fonctionnement de la machinerie bactérienne est d'origine
lumineuse ou chimique. Dans le premier cas, 1'énergie lumineuse est captée par des pigments de
méme nature que les chlorophylles et les pigments caroténoides. Dans chacune de ces catégories
on trouve des espéces capables d'utiliser le carbone minéral ou ayant besoin de carbone
organique.

Il est trés important de noter que les bactéries n'ont aucune possibilité d'ingérer les
¢léments dont elles se nourrissent. Pour étre utilisé, les nutriments doivent obligatoirement
d'abord, traverser la paroi, puis la membrane cytoplasmique, ceci n'est possible que pour des
composés solubles et de faible poids moléculaire. Les nutriments de poids moléculaires élevés (la
cellulose ou les molécules protéiques) doivent préalablement étre fragmentés en éléments plus
petits par des enzymes que les bactéries excrétent dans le milieu extérieur. L'hydrolyse des
molécules et la diffusion de leurs fragments jusqu'a la bactérie sont impossibles dans un milieu
non hydraté. On voit aussi a quel point la présence de I'eau est indispensable au développement
bactérien. (Duchauffour, 1979)

1.2.1.2. Principaux groupes de bactéries du sol

a). Les Eubactéries
Elles comprennent les ordres des Pseudomonales et des Eubactériales dans lesquels on
trouve les principaux genres vivants dans le sol (Dommergues et Mangenot, 1970).

b). Les Actinomycétes ou Eubactéries ramifiées

Ce sont des bactéries hétérotrophes ayant tendance a former un mycélium ramifié plus ou
moins différencié, plus fin que celui des champignons (10 a 15um ). Ce sont des bactéries Gram
positives, elles forment des filaments ramifiés et émettent des conidies, ce qui les a fait longtemps
considérer comme des champignons. En effet leur appareil nucléaire est primitif ; leurs parois
cellulaires sont composées comme chez les bactéries, de sucres, d'aminoacides et d'acides aminés;
tandis que chez les champignons, ces parois sont surtout constituées de chitine et de cellulose. En
outre le diameétre des filaments d'actinomyceétes, qui est de 'ordre de 1 a 1,5 um se rapproche plus
de la taille d'une bactérie en batonnet que celle d'un filament de champignon.
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Bien que la plupart des actinomycétes soient d'origine tellurique, les genres les plus
connus et les plus représentés sont : le genre Streptomyces 70 a 90 % de l'ensemble des
actinomycetes du sol, suivi du Nocardia (Dommergues et Mangenot, 1970).

Malgré leur quantité plus restreinte, comparée a celle des bactéries, quelques dix fois
moins, les actinomycétes jouent un réle particulierement important dans la transformation des
composés organiques difficilement dégradables par les autres micro-organismes.

L'intérét des chercheurs s'est aussi porté sur leur capacité de produire des antibiotiques, et
des vitamines. Quelques 500 antibiotiques ont été isolés a partir des actinomycetes dont les plus

connus sont la Streptomycine, la Terramycine et la Néomycine (Duchauffour, 1979).

c). Les Bactéroides, Flavébactéries et organismes apparentés

Ces organismes unicellulaires se différencient des Eubactéries par deux caractéres
essentiels : La flexibilit¢ de leurs cellules de leur mode de locomotion. Celles qui sont sans
fructifications, sont plus particulierement spécialisées dans la cellulolyse et la chitinolyse : genre
Cytophaga (Dommergues et Mangenot, 1970)

d). Les Cyanobactéries

Pourvues de pigments chlorophylliens et pas de chlorophylles, présentes en faible quantité
dans tous les sols.

Plusieurs espéces ont aussi un nitro-géne qui leur permet de fixer I'azote atmosphérique.
Leurs exigences nutritives a l'air, la lumiére et 1'eau sont donc réduites au minimum.

Les Cyanobactéries vivent a I'état isolé ou demeurent associées en filaments ; leurs parois
sont parfois épaisses par une capsule polysaccharidique, parfois elles sont minces et les cellules
peuvent ainsi se déplacer par glissement comme les Myxobactéries.

Dans des écosystemes tels que les rizieres, les Cyanobactéries fixatrices d'azote peuvent
contribuer de fagon notable a la fertilité azotée. Parmi les plus intéressantes, citons : Anabena
azotica, Autosira fertilissima, Tolypothrix tenuis

e). Les Archéobactéries

Considérées comme leur nom l'indique, comme des formes extrémement anciennes, ont un
role non négligeable dans 1'écologie microbienne du sol. Elles sont tellement différentes des
autres procaryotes qu'il serait sans doute préférable de les ranger dans un régne a part : leurs
parois ont une composition variable selon les genres, mais ne contiennent jamais de
peptidoglycane ; leurs membranes et leur ARN ribosomien sont différents et la neutralité
¢lectrique de leur ADN est assurée par des histones, comme chez les eucaryotes et non par des
polyamines.

Elles sont adaptées a des milieux extrémes : sources chaudes et acides (certaines enzymes
de thermoacidophiles fonctionnent encore a 130°C), saumures (Halobactériacées) ;
environnement totalement privé d'oxygene (méthanogenes des boues, des décharges et du rumen).
(Wood et Wilson, 1995)

f). Les exigences écologiques

Dans le sol, on rencontre surtout des bactéries mésophiles (température optimale entre 20
et 40°C) préférent des pH neutres ou légerement alcalins. Des bactéries courantes du cycle du
soufre, comme Thiobacillus thioxydans, peuvent cependant supporter des pH tres acides.

Les populations bactériennes se distribuent dans le sol suivant la distribution de la maticre
organique. Ceci en raison du caractére chimio-organotrophe de la majorité des bactéries. Ainsi
c'est sous couvert forestier et en présence d'une matiére organique facilement décomposable que
'on a dénombré les populations les plus importantes. De méme, en contact des racines de plantes
et se nourrissent de leurs excédants, les bactéries sont plus nombreuses que dans le sol avoisinant.




1.2.2. Les Champignons

Ce sont des micro-organismes hétérotrophes filamenteux et immobiles. Si 'hétérotrophie
est la régle générale, le caractére filamenteux n'est cependant pas un critére absolu puisque
beaucoup de champignons, dont certains ont une grande importance pratique se présentent sous
forme unicellulaire : se sont les levures, ainsi que plusieurs groupes de champignons inférieurs.

De méme, si I'absence de mobilité est totale chez les champignons dits supérieurs, chez
certains autres groupes, la dispersion est assurée par des zoospores flagellées.

Le cytoplasme est parcouru par des courants cytoplasmiques dirigés vers la zone apicale.
Ce flux facile a observer chez les champignons dépourvus de cloisons, assurent un apport de
nutriment et probablement d'hormones aux parties en croissance. Un courant en sens inverse ou
cycle, beaucoup moins net, permet sans doute un retour d'information vers la base et une
régulation des flux.

Le cytoplasme est bordé par une membrane constituée de phospholipides, de protéines et
de stérols. L'ergostérol est un composant caractéristique de la membrane cytoplasmique des
champignons a mycélium cloisonné.

Les Oomycetes non-cloisonnés ne sont pas capables de le synthétiser (Davet, 1996).

Ces quelques considérations suffisent pour montrer, que le régne des champignons
constitue en fait un ensemble trés hétérogeéne et regroupe des étres vivants dont les ancétres
n'avaient guere de traits communs.

Néanmoins, I'importance numérique et le role joué par les divers groupes ne sont pas du
tout les mémes et lorsque, par la suite nous parlerons de champignons, c'est presque de tous les
organismes filamenteux " typiques " qu'il s'agira.

Les champignons ont des modes de reproduction sexuées qui font appel a des mécanismes
trés divers, aboutissant a la fusion de deux noyaux haploides. Ce zygote est généralement pourvu
de parois épaisses qui lui permettent de survivre pendant une période défavorable. La
reproduction sexuée ne joue généralement qu'un role modeste dans la dissémination, des
champignons, comparée a la voie asexuée. La plupart des espéces sont capables de former des
spores, soit a l'intérieur des sporocystes, soit sur des ramifications différenciées du mycélium
(conidiophores).

En conditions défavorables, le cytoplasme d'un article d'un hyphe peut se condenser et
s'entourer d'une membrane tres épaisse formant un chlamydospore.

1.2.2.1. Nutrition

Les champignons sont des hétérotrophes : ils utilisent des composés organiques comme
source de carbone. Comme chez les bactéries, la digestion de grosses molécules doit commencer
dans le milieu extérieur, car seuls les molécules de taille relativement petites peuvent franchir les
parois et gagner le cytoplasme. La panoplie enzymatique des champignons est extrémement riche
et leur permet d'utiliser, plus efficacement encore que les bactéries, les substrats les plus
complexes : cellulose, lignine, kératine, acides humiques.

Dans les circonstances ordinaires, I'oxydation des molécules organiques fournit 1'énergie
dont les champignons ont besoin. Mais, lorsque ces résultats sont présents en trop faible quantité,
beaucoup d'especes peuvent aussi tirer leur énergie de I'oxydation d'ion ou de minéraux tels-que
S, NH,", Hy, Mn'" et réserver la totalité du substrat organique a la fourniture de carbone. Il
semblerait que, dans ces conditions, un champignon banal comme Fusarium oxysporum soit
capable de fixer le dioxyde de carbone atmosphérique, se comportant ainsi comme un chimio-
autotrophe (Davet, 1996).

1.2.2.2. Caracteéres spécifiques des champignons et répartition dans le sol
Les champignons peuvent étre des colonisateurs primaires qui, avec les bactéries,
envahissent les substrats nouveaux tombés sur le sol ; d'autres sont des colonisateurs secondaires
qui se développent sur des substrats abandonnés par les premicres vagues de micro-organismes.
Le complexe enzymatique des champignons peut étre tres actif.
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a). Cellulolytiques : quelques especes des genres

Pythium )

Chaetomium
Aspergillus N =Ascomycetes
Pénicillium
Stachybotris
Helminthosporium
Fusarium

Fomes

—=Basidiomycetes
Polypores

b). Lygninolytiques :

Pénicillium patuleum

Polyporus versicolor Basidiomycétes
Polyporus lisitus

Fomes annosus

Toutes les pourritures blanches
¢). Pectinolytiques

Pénicillium

Fusarium

Levures et basidiomycetes

La morphologie filamenteuse de la plupart des champignons leur permet de se développer
sur de nombreux substrats tout en leur assurant leur alimentation indispensable (rhizomorphes de
plusieurs metres)

Installé sur ces nouveaux substrats, et grace a leur complexe enzymatique efficace, ils vont
perforer le revétement protecteur (cuticules, membranes, etc.), et atteindre de nouveaux milieux
nutritifs.

Ces perforations vont constituer par la suite, apres la lyse des filaments mycéliens, autant
de voies de passage pour les bactéries et autres micro-organismes.

Beaucoup de ces champignons éxudent ou libérent des produits variés ; substances
hydrosolubles constituées de polyphénols, de sucres simples, d'acides aminés antibiotiques et
surtout d'acides organiques, qui vont réorienter tout I'équilibre microbiologique, ou pigments
granulaires sombres dont le rdle est important dans I'humification (Kilbertus et Mangenot, 1976)

d). Exigences écologiques

On a cru pendant longtemps que l'oxygéne était indispensable au développement des
champignons. On s’est ensuite aper¢u que beaucoup d'espéces banales pourraient, au moins
temporairement, s'en passer et utiliser d'autres accepteurs d'électrons. Dans ces conditions, elles
ont souvent besoin d'un apport extérieur de vitamines ; Fusarium oxysporum, Fusarium solani
Geotricum candidum, peuvent avoir une croissance normale sous une atmosphére d'azote en
présence de glucose et d'azote minéral (Tabak et Coock, 1968).

Les champignons ont besoin d'humidité, mais leurs exigences sont moins ¢levées que
celles des bactéries c'est pourquoi on les retrouve dans les couches superficielles du sol, qui se
dessechent rapidement. La majorité des champignons permettent de les considérer comme des
mésophiles : ils se développent de 40 a 45°C, mais ils ne supportent pas plus de 60°C. Un autre
groupe, aussi restreint, croit a basse température (entre -5 et 10°C).
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Les champignons supportent généralement bien les pH acides et dans de telles conditions,
sont plus compétitifs que les bactéries pour l'exploitation d'un substrat. On trouve donc plus de
champignons que de bactéries dans les sols acides.

1.2.3. Role et activité des micro-organismes

1.2.3.1. Transfert d'énergie

L’intervention des micro-organismes dans les cycles biologiques des ¢léments majeurs et
des Oligo-¢éléments est capitale pour C, N et S puisque leur inactivité entraine un emballage de
ces trois cycles. Pour d'autres éléments (P, Fe, Mn...) l'intervention microbienne est plus limitée.

L'énergie ainsi utilisée pour des oxydations respiratoires aboutit a la minéralisation du C,
N, S, P etc.

Le cycle du carbone joue un role fondamental dans le transfert d'énergie.

Environ 1,6% de I'énergie solaire utilisable est transformée en produits végétaux, qui
constitue une source abondante d'énergie chimique.

Les micro-organismes hétérotrophes utilisent une grande partie de cette énergie, I'action
des conditions climatiques (climat froid) ou stationnelles (hydromorphes) peut entrainer un
ralentissement ou méme un blocage du cycle du carbone.

1.2.3.2. Facteurs régissant l'activité microbienne dans les sols

L’activité des micro-organismes se manifeste s'ils sont présents, en nombre suffisant et si
leurs exigences nutritionnelles sont satisfaites. De nombreux facteurs limitants (sources d'énergie,
humidité, température, pH, Eh...) contrdlent cette activité.

La rhizosphére et la litiere apparaissent non seulement comme zone préférentielle d'apport
d'énergie, mais aussi comme milieux sélectifs des populations microbiennes.

Le facteur sol intervient par son humidité, sa teneur en oxygeéne, son pH sa structure, sa
salure..., par exemple : la protection des micro-organismes en cas de dessiccation est d'autant
plus grande que la teneur en argile est élevée (Duchauffour, 1982) ; la présence d'argiles
¢lectronégatives sur lesquelles peuvent s'adsorber les cellules microbiennes entraine un décalage
du pH optimum moyen de leur activité, car ce pH ne refléte pas 1’acidité réelle du sol
(Winogradsky, 1949)

Enfin, des interactions entre micro-organismes ou entre micro-organismes et des éléments
de la faune créent des réactions de nature synergique ou antagoniste par exemple, l'association
Sporocytophaga myxococcoides  (Bacteroides) et Folsomia candida (Collemboles) accroit
considérablement I’activité des micro-organismes.

1.2.4. Les Enzymes du sol

Les différentes transformations que subissent les fractions organiques du sol ne sont pas
seulement le fait de micro-organismes vivants, mais aussi d'Enzymes diverses qui interviennent
indépendamment de ces micro-organismes. Il s'agit d'une part, d'enzyme extracellulaire excrétées
dans le sol par les organismes qui s'y développent (ex : protéinases, cellulases ), d'autre part
d'enzymes intracellulaires libérées lors de la mort des cellules (végétales, animales ou
microbiennes) a la suite de la rupture de leur paroi. Bien qu'une partie de ces catalyseurs
biologiques soit rapidement biodégradée ou dénaturée dans l'environnement tellurique, une autre
partie conserve son activité pendant un temps plus ou moins long.

1.2.4.1. Role des enzymes dans le sol:

La teneur des sols en enzymes serait de l'ordre de quelques parties par million, ce qui
représente un potentiel biochimique important, il s'agit de substances trés actives qui ne sont
nullement diluées dans toute la masse du sol, mais concentrées dans des sites (micro-habitats)
bien délimités : Particules de maticres organiques, d'argile, structures cellulaires plus ou moins
dégradées.
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Les commodités des méthodes enzymatiques, leur bonne reproductibilité¢ font qu'elles
apparaissent souvent d'un emploi plus aisé que certaines méthodes classiques en microbiologie du
sol (méthode réspiométriques, numérations) d'ou leur sucées. Mais l'interprétation des résultats en
est plus délicate, car nous ne connaissons encore rien de 1'équilibre entre les gains et les pertes
d'enzymes par biodégradation ainsi que le dénombrement microbien ne refléte en aucun cas
I’activité microbiologique d’un sol.

1.2.4.2. Principales enzymes mises en évidence dans le sol : (d'aprés Davet 1996).

a). Oxydoréductases ; déshydrogénases, glucose-oxydases, aldéhyde-oxydases, uricases, phénol-
oxydases, ascorbate-oxydase, catalase, peroxydase, nitrate-réductases.

b). Transférases : Déxtrane-sucrases, levure-sucrases, aminotransférases, rhodenases.

c). Hydrolases : Carboxylestérases, arylestérases, lipases, phosphatases, nucléases et
nucléotidases, aryltransférases, amylases, o et 3 galactosidases, o et B glucosidases, invertases,
protéinases et peptidases, asparginases, glutaminases, uréases, pyrophosphatases.

d). Lyases : Décarboxylases.
1.2.4.3. Etat des enzymes dans le sol:

Dans le sol, les enzymes se trouvent sous trois états; elles peuvent étre libres, adsorbées
sur les colloides ou renfermées dans des cellules mortes ou des fragments cellulaires.

a). Les enzymes libres:

Ce sont des enzymes soit extra cellulaires, soit intracellulaires qui ont été libérées dans le
sol a la suite de 1'autolyse de cellules microbiennes ou végétales. Il semble que, sous cette forme,
les enzymes ne persisteraient pas longtemps car elles subiraient une biodégradation rapide.

b). Les enzymes adsorbées par les colloides du sol :

L'adsorption des enzymes sur les colloides minéraux du sol peut entrainer leur inactivation
partielle, mais peut aussi protéger certaines d'entre elles contre la biodégradation ou la
dénaturation par traitement.

Quant aux colloides organiques, les phénomeénes d'adsorption des enzymes peuvent
vraisemblablement jouer un role moyen dans certains types de sol, mais dans I'état actuel, il est
impossible d'affirmer si cette adsorption entraine ou non une inhibition de 1'activité des enzymes
(Szakacs-Dobozi et al. 1985), et si elle exerce ou non un effet protecteur vis a vis de la
biodégradation.

c¢). Enzymes des cellules mortes ou des fragments cellulaires

Si de nombreux chercheurs consideérent que les enzymes du sol sont essentiellement a
|'état adsorbé sur les argiles, d'autres estiment que celles ci pourraient aussi se trouver en quantité
relativement importante dans des cellules mortes ou des fragments cellulaires d'origine
microbienne ou végétale (débris d'origines aériens ou cellules d'exfoliation des racines ).

Mouraret, (1965) a comparé le comportement dans le sol de 1'asparginase de levure sous
deux formes : a I'état libre (préparation acellulaire) et a 1'état de cellules, il a constaté que
I'asparaginase existant spontanément dans le sol se comportait comme l'asparaginase apportée
avec les cellules de levure.

Il en déduit que dans les sols étudiés, I'asparginase se trouve essentiellement a I’intérieur d
structures cellulaires. Se fondant sur des recherches portant sur le saccharose de levure,
(Dommergues et Mangenot, 1970) sont arrivés a la conclusion que les enzymes qui se trouvent
encore a l'intérieur de ces structures cellulaires se conservent beaucoup mieux dans le sol que les
enzymes libres, qui disparaissent trés rapidement.
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1.2.4.4. Origine des enzymes du sol

Bien qu'il soit difficile de l'apprécier, on peut admettre que dans beaucoup de sols, une
fraction des enzymes est synthétisée par les micro-organismes.

L'accroissement de la population microbienne, résultant de l'incorporation au sol d'un
substrat donné entraine une augmentation l'activité enzymatique liée a ce substrat. Ainsi I'addition
au sol de saccharose, en stimulant la microflore dégradant ce sucre, enrichit le sol en saccharase
(Dommergues et Mangenot, 1970)

Il arrive cependant que l'incorporation au sol d'un substrat donné induit l'enrichissement
du sol en une enzyme ne dégradant pas ce substrat. Ainsi, 1’adjonction de glucose a un sol
tourbeux augmente sa teneur en uréase, Cette anomalie peut s'expliquer par :

La stimulation de micro-organismes qui s'attaquent non seulement au substrat considéré,
mais aussi a d'autres substrats pré-existants dans le sol.

La stimulation de micro-organismes produisant non seulement l'enzyme recherchée, mais
d'autres enzymes constitutives, dont la teneur s'éleve.

La dégradation du substrat apporté a 1'état de produit intermédiaire qui constitue alors de
nouveaux substrats différents du substrat original sur lequel proliférent des vagues microbiennes
successives.

Il faut noter aussi qu'il a ét¢ démontré que la végétation contribue a 'approvisionnement
du sol en enzyme. Cette contribution est particuli¢rement importante au niveau de Ia
spermosphere et au niveau de la rhizosphere (Pesson, 1971).

L'accroissement d'activité enzymatique du sol sous I'effet de la végétation résulte :

- De l'apport au sol d'enzymes contenues dans les résidus végétaux et dans les éxudats
racinaires (enzymes d'origine végétale).

- De la stimulation des synthéses d'enzymes microbiennes sous 1'effet de 1'enrichissement
du sol en substrats énergétiques, tels que litieres ou éxudats racinaires (enzymes d'origines
microbiennes).

1.2.4.5. Facteurs écologiques régissant la répartition et l'activité des enzymes.

a). Le pH:

Le pH du sol influe sur l'activité des différentes enzymes a la fois directement, puisque
chaque enzyme présente un optimum qui lui est propre et a la fois indirectement en modifiant
1'équilibre entre les processus de synthése et de biodégradation de ces catalyseurs biologiques ou
de leurs substrats.

b). L’Humidité:

Dans la plupart des sols et pour de nombreuses enzymes, la dessiccation a I'air diminue
l'activité enzymatique. Il est donc nécessaire de mesurer l'activité enzymatique sur des
¢chantillons, immédiatement apres le prélévement.

c). La Végétation:

La végétation peut contribuer directement ou indirectement a modifier la teneur du sol en
enzymes. C'est en particulier le cas des especes forestieres qui par effet-litiere, contrélent dans
une large mesure, la teneur en enzyme des horizons de surface des sols ou elles poussent.

d). Les Types pédologiques:

Il est raisonnable de considérer que I'étude enzymatique des sols peut contribuer
efficacement a leur caractérisation. Les enzymes se distribuent verticalement dans le sol ; 1'allure
des courbes de distribution des enzymes est trés fréquemment du type décroissant, cette
diminution progressive des teneurs en enzymes avec les profondeurs a été mise en évidence pour
de nombreuses enzymes, telle que : maltase, lactase, amylase, saccharase et phosphatase. Mais il
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existe des exceptions a ce type de distribution et, en outre, il n'y a pas nécessairement parallélisme
entre les courbes de distribution des différentes enzymes dans un méme sol (Dommergues 1968).

e). Les Fumures et facons culturales:

Les fumures organiques et minérales ne sont pas sans modifier I'équipement enzymatique des
sols cultivés. Il semble que, dans certains cas particuliers, les dosages enzymatiques puissent étre
utilisés pour mettre au point ou contrdler I'efficacité des diverses fumures (Duchauffour 1960 ).
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2.Matériel et méthodes
2.1.Choix du sol

Le sol provient de la station de I’'. T. G. C. (Institut Technologique des Grandes Cultures).
Cette station est située a 24 m d’altitude dans la commune de Oued Smar ; (Daira d’El Harrach ;
Wilaya d’Alger). Elle est caractérisée par un bioclimat subhumide et un sol argileux (l'argile
dépasse 50 %) (Meziani, 1978).

Le choix s’explique par la réalisation sur ce site de nombreux travaux a savoir : 1'é¢tude
pédologique, étude de l'inoculation du blé dur, isolement des bactéries fixatrices d'azote
symbiotique, ainsi que les bactéries productrices d'éxopolysaccharides (EPS) par I’équipe du
laboratoire de Biologie des sols ; Faculté des Sciences Biologiques (Kaci 1988 ; Amrani 1989 ;
Guemmouri 1992).

2.2.Echantillonnage

La figure 1 représente le plan de la station ainsi que les lieux de prélévement.

Le prélevement du sol a été effectué¢ dans des conditions stériles, dans la parcelle N°11
non labouré. Afin d'avoir un échantillon homogene, la parcelle a été donc divisée en cinq blocs
égaux (A, B, C, D et E), dans chacun des blocs des carrés de 1m de coté sont désignés. Apres
avoir enlevé la couche superficielle (environ Scm) pour éliminer les débris végétaux. Le sol est
prélevé dans 5 a 6 points dans différents carrés sur une profondeur de 20 cm (profondeur
prospectée par les systémes racinaires).

Au laboratoire, le sol est débarrassé des fragments de racines des cailloux ; les mottes de
terre sont écrasées. Un échantillon représentatif est préparé en mélangeant les différents
prélevements.

Le sol est mis a sécher a température ambiante et ensuite tamisé dans un tamis a 2 mm de
diamétre a mailles rondes, puis stocké dans un endroit sec pour réaliser différentes expériences
microbiologiques et biochimiques.

2.3. Le matériel végétal
2.3.1 Choix du matériel végétal

Nous avons choisi la féve (Vicia faba) en raison de sa grande culture parmi les
légumineuses en Algérie. Il faut noter que la féve accumule particulierement sous forme libre la
L-3, 3 di-hydroxy-phenyl-alanine (D. O. P. A.), qui est un acide animé non protéique impliqué
dans la biosynthése de nombreux composés secondaires chez les végétaux (Poirson et Lahrer,
1986).L'acide cinnamique et l'acide P-coumarique, produits a base de flavonoides et de lignines
sont responsables de 1'odeur de certaines espéces végétales, tels-que le mélilot (Melilotus albus)et
stimulent aussi la nodulation chez les Iégumineuses (Richter, 1992).

2.3.2 Préparation du matériel végétal

Le matériel végétal a été prélevé a la méme période que le sol, dans la méme zone de notre
travail et pendant une semaine non pluvieuse. Les plantes ont été recueillies sans les racines apres
la récolte des gousses, elles ont été suspendues de maniere a accélérer leur séchage par aération a
température ambiante et éviter la putréfaction. Une fois seches, les feuilles et les tiges sont
broyées séparément. La poudre obtenue est enfin stockée dans des pots fermés hermétiquement et
mis au sec.

2.4. Analyse physico-chimiques du sol
3 séries de 33 Erlenmeyers de 600 ml de volume, ont re¢u chacun 100g de terre séche.
La 1% série (A) est amendée avec 10g de la poudre de feuilles.
La 2% série (B) est amendée avec 10g de la poudre de tiges.
La 3% série (C) est non amendée, elle sert de témoin.
Tous les sols sont humidifiés a 32% (32 ml d’eau distillée stérile pour 100g de sol).
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30 Erlenmeyers de chaque série sont bouchés avec du coton afin de permettre une bonne
aération, les trois autres restants ont regu de l'azote moléculaire, puis bouchés avec un bouchon en
caoutchouc afin de créer une anaérobiose.

Les différents dispositifs sont mis a incuber a 28°C pendant une période de 52 jours.

Sur ces derniers, ainsi que ceux traités a I’'N, le CO; respirométrique est dosé. Les
Erlenmeyers réservés a 1’étude de 1’anaérobiose sont remis en incubation. Les trois erlenmeyers
utilisés pour la respirométrie aérobique vont subir différentes analyses physico-chimiques et
microbiologiques a des temps différents a savoir : (0, 1%, 37, 77 21°7¢ 28" 351 427
52°™ jour).

2.4.1. Evoluation de la matiére organique:

L'estimation du taux de matiére est réalisée par incinération de 5g de 1'échantillon a 500°C
durant 3 heures.

Dosage du carbone total : selon la méthode Ann.

Evolution du CO; : dans les conditions d'aérobie et d'anaérobie par barbotage dans de la
baryte, selon la méthode de Petersen (1962) modifiée par Rashid et Shaeffer, (1985).

2.4.2. Dosage de 1'azote au cours de ’incubation

Azote total : déterminé par la méthode de Kjeldhal

Azote ammoniacal, nitreux et nitrique : selon la méthode au Dewarda de Drouineau et
Gouny.

2.4.3. Dosage des composés organiques carbonés
Dosage des acides humiques et acides fulviques : (Duchaufour, 1982).
Dosage des sucres totaux : par la méthode a 1'anthrone (Up-degraff, 1969).

2.4.4. Evolution du pH
Elle a été effectué par mesure électrométrique sur une suspension a 1/2,5 de terre dans de
l'eau distillée.

2.4.5. Les analyses microbiologiques
Pour les analyses microbiologiques, nous avons utilisé la technique des suspension-
dilutions et ensemencement selon les méthodes décrites par Pochon et Tardieux (1962).

2.4.5.1. Préparation des suspension-dilutions

La suspension mere a été préparée en agitant 10g de terre dans 100ml d'eau physiologique
stérile, 2ml sont prélevés de la suspension meére, introduits dans un tube a essai contenant 18 ml
d'eau physiologique stérile, pour obtenir une dilution au 1/10 (10™).

En changeant de pipette, 2ml sont prélevés de la dilution précédente introduits dans un
autre tube de 18ml d'eau physiologique stérile, on obtient ainsi une dilution au 1/100 (107).

Pour le reste des dilutions (107, ...... , 10™) nous avons procédé de la méme maniére.

2.4.5.2. Microflore totale

A partir de chaque dilution, trois boites de Pétri sont ensemencées par étalement.
L'incubation a eu lieu a 28°C, pendant 3 jours pour les champignons et une semaine pour les
bactéries.

Certains antibiotiques ont été utilisés tels que la streptomycine, pour sélectionner la flore
fongique et l'actidione pour les bactéries ; chacun a 40 pg/ml

Le comptage a été fait sur les boites contenant un nombre de colonies compris entre 30 et

300.
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2.4.5.3. Groupement fonctionnel du cycle du carbone

Afin d'étudier la dégradation de la mati¢re organique ainsi que son effet sur la fertilité du
sol, nous avons dénombré¢ les micro-organismes rentrant dans le cycle du carbone ; a savoir.

Les bactéries cellulolytiques (aérobies et anaérobies)

Les bactéries amylolytiques.

Les bactéries pectinolytiques.

Les méthodes utilisées sont celles indiquées par Pochon et Tardieux (1962), les
dénombrements sont effectués par la détermination du nombre le plus probable (npp), selon la
table de Mc Grady avec trois répétitions. L'incubation de chaque prélévement a duré 15 jours.

2.5. Isolement des bactéries cellulolytiques et étude de leur activité.
2.5.1. Isolement et sélection:

Le milieu de base utilis¢ pour l'isolement de ces bactéries, que nous appellerons milieu
"A", contient les composés suivants (en g/l1) (Chetouane 1986)

Cellulose microcristalline............................ 1
Sels minéraux (NH4)2SOu4....ooivviniiininnnne. 2
KHoPO4. .o e 2
KOHPO 4. . e 6
MgSO47H20 e eeeeetee e aeeeteteteettetennnasasttetesosttennns 0,05
FeSO4. THoO ..o, 0,001
NaCl. .o 0,05
Extraitdelevure..........ccooiiiiiiiiiiiiiiinn., 0,05
ACtIAIONE. ..o 0,04

Apres amendement de deux sols avec de la poudre de feuilles et de tiges séparément
humidification (environ a 32 %) et incubation pendant 15 jours pour enrichissement des micro-
organismes, des suspensions dilutions sont ensuite réalisées a 102, 1073, 10* ; 0,1ml de chaque
dilution est étalée sur boite contenant le milieu "A", solidifi¢ par 15 g/l d'agar-agar. Les boites
sont incubées a 28°C pendant 2 jours.

Afin de sélectionner in-vitro quelques bactéries cellulolytiques efficientes et phénol-
tolérante dans la dégradation de la matiére végétale ; deux screenings ont été réalisés sur les
souches isolées.

2.5.2. Premier screening : dosage des sucres réducteurs

Le dosage des sucres réducteurs nous renseigne, d'une manicre approximative sur l'action
des cellulases ainsi que la quantité de sucres restants (non consommeés) donc action cellulasique
importante due a ’activité des exocellulases.

Dans cette expérience, 32 Erlenmeyers de 250ml contenants chacun 100 ml de milieu "A"
dans lequel la cellulose microcristalline est substituée par la C. M. C. (Carboxy Methyl
Cellulose) ; ont été inoculés par Iml d'une culture de 18 heures (environ 300 a 500 cellules /ml ).

Aprés 15 jours d'incubation, toutes les cultures sont centrifugées a 400 tr/min pour
recueillir le surnageant contenant les sucres réducteurs qui seront estimés par la méthode au
DNSA (Dinitrosalysilic Acid ) (Honda, 1984).

2.5.3. Deuxieme screening : culture des souches isolées sur du phénol et de I’acide cinnamique
comme des sources de carbone.

Le milieu "A" modifié en source de carbone a raison de 1g/1, est solidifié par 15g/1 d'agar-
agar, enrichi ou non par de l'extrait de levure a 0,05 g/l afin de voir son effet sur la croissance
bactérienne.

Af Glucose (G)
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A Extrait de levure (E)

Age Glucose + Extrait de levure (G + E)
Aderii Phénol (P)

A Phénol + Extrait de levure (P + E)

Abee e, Acide cinnamique (Ac)
A Acide cinnamique + Extrait de levure (Ac + E )

Ces milieux sont inoculés par chacune des souches isolées, puis incubés a 28°C pendant 2
a 3 jours

2.5.4. Effet de la dose du phénol et de I'acide cinnamique

Nous avons utilis¢ différentes doses de phénol et d'acide cinnamique afin d'étudier la
tolérance-sensibilit¢e de quatre bactéries sélectionnées, a ces substances ; vu 1’abondance des
flavonoides et dérivés phénoliques dans la féve, leur action fongicides (Pometto, 1986), leur
spécificité de conférer une résistance a certaines insectes pathogénes ainsi que leur caractéres
stimulants la nodulation en présence d’une symbiose optimale dans les conditions climatiques
(Myskow et Rybka-Wozniakowski, 1974).

Pour le milieu Al contenant le glucose comme source de carbone, est additionné par
différentes concentrations de phénol et d'acide cinnamique a savoir: 0;0,5;1;1,5;2;2,5; 3g/L

52 Erlenmeyers de 100ml a vis, contenant 50ml du milieu de culture auquels ont été
rajoutées différentes concentrations de composés phénolique, inoculés avec une préculture des
quatre souches cellulolytiques sélectionnées, a raison de 1ml par erlen (environ 200 cellules) et
puis incubés a 28°C sous agitation modérée (100 tr/min) pendant 3 jours.

Les cellules viables sont ensuite comptées apres dilution en eau formolée colorée au bleu
de méthyléne, sur cellule quadrillée.

2.5.5. Etude de l'activité enzymatique : cellulolyse

Les activités cellulolytiques des quatre souches isolées sont étudiées sur différents
substrats de commerce et sur le substrat végétal lui-méme

Les quatre souches (F8, F9, T11, T13,) ont été testées séparément et en cultures mixtes
(F8 +F9etT11+TI13).

2.5.5.1.Extraction des enzymes cellulolytiques
Les enzymes cellulolytiques solubles sont recueillies aprés centrifugation a 2000 tr/min a
4°C dans le surnageant d'une culture bactérienne de 18 heures sur milieu «A».

2.5.5.2.Activité sur substrat commercialisé
Les substrats utilisés sont :

Carboxy-methyl-cellulose (CMC) Merck....a......... 2,5%

Papier tabac...............ooooiii Aeeeeennn 2%

Coton hydrophile................c.ooiiiiin T 1%

Cellulose en poudre (Merck ).................. ;O 1%

Ces substrats sont mis en suspension dans 10ml de tampon phosphate-citrate a 25mM et
pH7.

La réaction enzymatique a été démarrée par ajout d'un extrait enzymatique a volume égal a
30°C.

Des prélévements de 1ml sont effectués aux temps 0, 10, 20, 30, 40, 50 et 60 minutes,
refroidis dans de la glace, puis les sucres réducteurs libérés sont dosés par la méthode au DNSA
(Dinitrosalysilic acide) (Honda, 1984).

Les substrats cellulolytiques étant insolubles, nous avons effectué¢ des centrifugations a
faible vitesse (Smin a 1000g) afin d'obtenir des solutions limpides
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2.5.5.3.Activité sur substrat végétal (in-vitro )

Le sable de riviére grossier, de taille inférieure a 1,4mm a été utilisé comme support solide
apres 'avoir traité au HCI concentré chauffé a 60°C pendant 16 heures ; ensuite 1'acide est éliminé
par des ringages successifs a 1'eau courante durant 6 heures, traité au CaCl, a 20mM durant 20
minutes et enfin de nouveau a I'eau courante pendant 5 minutes.

Apres séchage le sable est réparti dans des Erlenneyer a vis, a raison de 20 g/erlen, puis
stérilisés deux fois 1 heures a 120°C (Halsall et Gibson, 1985)

Le matériel végétal (feuilles et tiges broyées), ainsi que la cellulose micro -cristalline sont
ajoutée a raison de 100 mg /erlen ; homogénéisés puis stérilisés a 110°C pendant 20 minutes.

Composition de la solution minérale nutritive (en g/l )

MgSO4 . 7H20 .......... 0,2
NaCl.......oooooiiiiinin, 0,1
CaClyevvviiiniiinnnn, 0,02
Na;Mo004.2H,0.........0,002
MnSO4.H2O............. 0,01

FeNa EDTA............. 1,64 % (poids /volume).
pH:7

2.5.5.4.Inoculation et incubation

Aprés humidification a 27% avec la solution minérale, la culture in-vitro est démarrée en
ajoutant 0,5ml de chaque culture microbienne (pures et mixtes) dans les Erlenmeyers qui seront
incubés a 28°C pendant 30 jours.

Aprées incubation les sables sont lavés avec Sml d'eau distillée stérile et puis filtrés ; les
filtrats sont centrifugés pendant 05 minutes a 1000 g, les sucres réducteurs sont alors dosés sur
Iml du surnageant par la méthode au DNSA (Honda S., 1984). L'unité est définie comme étant la
quantité d'enzyme qui libére une mole d'équivalent glucose / unité.

2.5.6.Caractérisation des souches sélectionnées

Les quatre souches sélectionnées précédemment ont subi différents tests d’identification a
savoir :

-Etude morphologique des colonies développées sur milieu solide des cultures jeunes et
cultures agées

-Examens microscopiques des cellules aprés dilution

-Observation a I’état frais et apres coloration simple au bleu de méthyléne

-Coloration de Gram en utilisant la coloration différentielle se basant sur le violet de
gentiane et la fuschine basique de Ziel Nelson

-Test de mobilité sur gélose semi-solide

-Test de sporulation : mise en évidence de la spore, sa position et sa forme.
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3. Résultats

3.1. Résultats physico-chimiques

3.1.1. Minéralisation du carbone

3.1.1.1. Matiére organique par incinération

Apres amendement et incubation, nous constatons que la minéralisation de la matiére
organique débute juste apres humidification.

Elle se manifeste d’une manic¢re générale par une chute du taux de matiere organique au
bout de 7 jours. Chez le sol traité par les feuilles, suivie par une 1égére hausse se stabilisant a 21
jours jusqu’a la cinquiéme semaine puis entame une deuxi¢me chute, arrivant ainsi au niveau du
sol témoin. Le sol traité par les tiges commence sa minéralisation avec une allure légérement
ralentie, mais se stabilisant lui aussi a la 3™ semaine et jusqu’a la fin de la I’incubation : 12 4 13
% de matiere organique (fig. 2).

taux de
minéralisation
25 —&— Miné.M.O.N
—l— Miné.M.O.F
20 —A—Miné.M.0.T
15

10

5

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |

0 7 14 21 28 35 42 49 56

fig 2 :Taux de minéralisation de la matiére organique dans
les sols traités et témoin en fonction du temps,

temps (jours)

3.1.1.2. Activité respiratoire

-Aérobiose

Les résultats de 1’activité respiratoire sont exprimés par des courbes (fig. 3), qui montrent
des différences d’intensité entre les feuilles, les tiges et le sol nu.

Avant le 14°™ jour Iintensité respiratoire la plus élevée est notée chez les feuilles
(1,2mg/g/h), la plus faible dans le sol nu.

Au dela du 14°™ jour les feuilles et les tiges pressentent la méme intensité respiratoire.
Pendant toute la durée de I’expérience le sol nu présente 1’intensité respiratoire la plus faible

-Anaérobiose

Pour ce mode de traitement, nous remarquons une intensité respiratoire plus lente et a une
vitesse plus réduite que celle de la respirométrie aérobic avec un maximum de 0,55 mg/g/h pour
les feuilles, suivies par les tiges et enfin le sol nu (témoin). Cette respirométrie se montre active
jusqu'a la deuxieme semaine d’incubation ; & partir de ce moment elle commence a diminuer pour
se stabiliser au 42°™ jour jusqu’a la fin de I’incubation ; quant au sol témoin nous remarquons
que la respiration tend a s’annuler. (fig. 4)
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fig 3: Evolutions comparées des activités respiratoires
aérobiques dans les sols traités et témoin (N. F. T.)
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fig 4 : Evolutions comparées des activités respiratoires

anaérobiques dans les sols traités et témoin (N. F. T.)

3.1.2. Minéralisation de I’azote

Conventionnellement 1’azote minéralisable est défini comme étant la différence entre la
teneur en azote minéral du sol et celle préexistante (Ahrens ,1976).

Pour cela nous avons tracé des courbes représentant le rapport entre 1’azote minéralisé et
I’azote total afin de pouvoir suivre I’évolution de la minéralisation durant I’incubation.

L’évolution de la minéralisation de 1’azote montre des fluctuations quelques soit le sol
traité ou non. Nous remarquons :

Qu’a partir du 14°™ jour les courbes de minéralisation de I’azote représentant le sol
enrichi par les feuilles et celle du sol non traité sont opposées.

Que jusqu’au 35" jour I’évolution de la minéralisation est la méme dans les sols traités
par les tiges ou par les feuilles.
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Que le taux de minéralisation est généralement plus élevé dans les sols traités par les
feuilles sauf a partir du 37° jour ou devient plus élevé dans les sols traités par les tiges (fig. 5).

N mg/g de sol

sec ——Nsn

6 —m— Nsf

5 —A—NSt

4

3

2

1

0 T T T T T T T T 1

0 7 14 21 28 35 42 49 56 temps (jours)

fig 5: Evolution de I'azote total durant I'incubation des sols
traités et témoin (N. F. T.)

3.1.2.1 Taux de minéralisation de I’azote

Dans la figure 6, le rapport de minéralisation se trouve en chute rapide au début de
I’incubation, ce qui montre aussi une teneur en azote pré existant dans le sol témoin beaucoup
plus élevé que celles des autres. Dans le sol témoin, le taux de minéralisation chute rapidement au
début de I’incubation ; ce qui montre une teneur en azote (lequel) est beaucoup plus élevé que
dans les sols traités. Ces derniers prennent une légere fluctuation du taux de minéralisation durant
toute la période d’incubation. Par contre le sol témoin montre une élévation du taux de

—&—Nmin.N/NtN
——Nmin.F/NtF
—A—Nmin.T/INtT

min./Nt

cocoocoocoocoocooo Z

O =_2NWhHhOO N OO

0 7 14 21 28 35 42 49 656 temps (jours)
fig 6 Evolution du rapport de minéralisation de l'azote
durant l'incubation des sols (N. F. T.)

., . . eme . .. . eme ., . .
minéralisation au 35" jour suivi d’une baisse au 427 . Le taux de minéralisation reste en
général plus élevé dans le sol t¢émoin que dans les traités.

3.1.3. Rapport C/N

Le rapport C/N traduit le phénomene de décomposition et de synthése dans le sol, a 1’état
d’équilibre naturel, le rapport C/N est sensiblement égal a 10 (Demolon A.1966).

En exprimant la minéralisation par le rapport C/N nous remarquons que le sol traité par les
tiges présente le C/N le plus élevé sauf au 21°™ jour ou il est devancé par le sol non traité et a
partir du 42°™ ou cette place revient au sol traité les feuilles (fig. 7).
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fig 7: Variation du rapport C/N durant I'incubation des différents
sols, traités et témoin en fonction du temps (N. T. F.)

3.1.4. Evolution des sucres totaux

Les sucres servent surtout d’aliment énergétique et plastique aux bactéries et disparaitront
trés vite avec production de CO,, d’énergie et de corps microbiens ce qui provoque la
multiplication des bactéries qui vont s’attaquer aux hemicelluloses et cellulose (Soltner, 1988)

Durant notre ¢étude et aux temps indiqués, nous avons donc dosé les quantités de sucres
totaux (hydrosolubles et acidosolubles) libérés dans le sol.

Les résultats nous expriment une chute rapide du taux préexistant dés le 1° jour, surtout
dans le sol traité par les feuilles, suivi par celui traité par les tiges et enfin le sol t¢émoin (fig. 8).

A partir du 3™ jour un ralentissement est enregistré & des temps différents selon
I’amendement mais tend en général vers une stabilité entre 0,5 et 1 mg /g de sol.

mg/g sol sec

6
5 —e—Stn
—l—Stf
4 —A—Sitt
3
2
1
0 T T T T T T T T T
0 7 14 21 28 35 42 49 56 temps(jours)

fig 8: Evolution de la production de sucres totaux au cours de
l'incubation dans les sols traités par la matiére organique et
non traité

3.1.5. Evolution du pH

L’¢évolution du pH de nos échantillons étudiés durant la période de 1’incubation donne un
écart entre 5,8 et 7,5. Ce pH augmente légérement dés le 1 jour de I’incubation, puis tend a se
stabiliser a la neutralité jusqu’a la cinquiéme semaine. A partir de cet instant le sol traité par les
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tiges marque une légeére augmentation de son pH qui tend vers 1’alcalinité ; par contre le sol traité
par les feuilles, il subit une nette acidité fig. 9

pH
8
7
6 =
57 —&—Phn
4 4 —ll— P hf
—&—Pht
3 -
2 -
1 -
0 T T T T T T T 1
temps(jours)
0 7 14 21 28 35 42 49 56

fig 9 :Variation du pH des sols traités par la matiére
organique et non traité au cours de l'incubation

3.1.6. Humification et minéralisation secondaire

Une partie de la matiére organique difficilement décomposable, constituée a base de
lignine, de composés phénoliques et de résidus peu transformés vont étre le précurseur de
I’humus. Ce dernier est une fraction colloidale obtenue par synthése, microbienne et physico-
chimique a partir de la matiére organique végétale (Soltner, 1988).

3.1.6.1. Dosage des acides humiques

Dans notre expérimentation, nous avons constaté que la minéralisation secondaire débute a
partir du 1% jour de I’incubation, elle est intense dans le sol a feuilles, elle se manifeste par une
chute du taux d’humus.

Dans le sol traité par les tiges et dans le sol témoin nous notons aussi une minéralisation
mais pas aussi intense que dans le sol traité par les feuilles. A partir du 3*™ jour, la minéralisation
diminue dans le sol non traité. Elle se poursuit dans le sol traité par les tiges. A partir du 7°™ jour,
la minéralisation tend a progresser dans les trois cas (fig.10).

3.1.6.2. Dosage des acides fulviques

Au jour de I’incubation nous constatons qu’il y’a une quantité pré existante d’acides
fulviques, le taux le plus €levé est dans le sol a tiges, suivi par celui traité par les feuilles et enfin
le sol nu (témoin).

Quant a son évolution au cours de I’incubation, nous remarquons que celle-ci et
généralement fluctuante dans les trois cas.

La minéralisation est presque équivalente jusqu’au 35°™ jour ou elle devient plus
importante dans le sol nu (fig.11).
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fig 10 : Production d'acides humiques au cours de
l'incubation dans les sols traités et témoin (N. F. T.)
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fig 11 : Production d'acides fulviques au cours de
I'incubation dans les sols traités et témoin (N. F. T.)
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3.2. Microflore

La culture microbienne exige un milieu optimum, avec des conditions de cultures
optimales et propres a chaque espece bactérienne. Dans le cas des cultures de germes totaux, toute
méthode reste sélective, puisque le milieu doit étre choisi a pH bien déterminé, mis en incubation
dans des conditions de température et d’aération identiques, sans oublier les caractéres restreints
de I’habitat, dimensions microscopiques des pores, tailles des capillaires, etc....

3.2.1. Bactéries totales

Au début de I’incubation nous constatons une croissance remarquable du nombre de
bactéries surtout dans I’échantillon traité par les tiges. Au dela de 24 heures cette croissance est
suivie d’une baisse qui dure une semaine. Par la suite, nous remarquons une augmentation
jusqu’au 14°™ jour suivi d’une stabilité.

Dans le sol amendé par les feuilles, nous notons une fluctuation qui a une tendance
ascendante.

Dans le sol nu, le nombre de bactéries comptabilisées est le plus faible mais notons une
fluctuation durant toute I’incubation avec une tres légere tendance progressive (fig. 12).
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fig 12 : Evolution des Bactéries totales au cours de
l'incubation des sols (N. F. T.)

3.2.2. Champignons totaux

Dans le sol non traité, nous constatons une nette augmentation du nombre de champignons
durant toute 1’incubation. Dans le sol traité par les tiges, le nombre de champignons augmente
remarquablement apreés 24 heures d’incubation. Par la suite il baisse pour se stabiliser
définitivement & partir du 7" jour (fig. 13). Dans le sol traité par les feuilles, I’augmentation est
progressive jusqu’au 7°"° jour. Par la suite nous constatons une certaine stabilité jusqu’a la fin de
I’incubation.
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fig13 :Evolution des Champignons totaux dans les sols traités
et témoin au cours de l'incubationdans les sols (N. F. T.)

3.2.3. Les bactéries du cycle du carbone

Il s’agit 1a d’un groupe physiologique qui révele assez bien diverses fonctions des micro—
organismes du sol.

Il faut remarquer que les méthodes proposées actuellement aux chercheurs mettent en
évidence les micro-organismes zymogenes qui possédant un taux de croissance supérieur a celui
des germes autochtones et par conséquent tendent a les dominer (Boulard et Morreau, 1962 ;
Pochon et Tchan, 1948).

Ainsi, aprés amendement, humification et incubation les bactéries du cycle du carbone (les
bactéries Cellulolytiques, Amylolytiques et Pectinolytiques) donnent des résultats de leur
évolution globale.

Pour les bactéries Cellulolytiques, nous avons procédé a 1’étude des aérobiques et
anaérobiques.

3.2.3.1. Bactéries Cellulolytiques aérobiques

La figure 14 montre une certaine similitude pour les trois sols durant la premiére semaine
et au dela du 28°™ jour. Entre le 7°™ et le 28" les résultats sont opposés entre le sol traité par les
feuilles et le sol non traité.

En général le sol témoin se démarque par un nombre inférieur de cellules sauf au 21¢me
jour ou la baisse concerne plutét le sol traité par les feuilles.

3.2.3.2. Bactéries Cellulolytiques anaérobiques

La plus importante remarque est la lenteur d’évolution des bactéries du sol traité par les
tiges ; lors des premiers jours de I’incubation (07 jours), puis débute un ralentissement qui atteint
son minimum au bout de la 4°™ semaine. Au dela du 28°™ jour une augmentation rapide et nette
est enregistrée. Cette évolution (fig. 15) s’oppose parfaitement aux autres évolutions ; le sol
témoin, suit une évolution inverse, elle débute par une décroissance rapide et tend a se stabiliser a
la 4°™ semaine avec une légére fluctuation. Pour le sol amendé par les feuilles, nous enregistrons
une allure, bien propre, d’abord une décroissance suivi d’une hausse maximale a la 3™ semaine,
puis une chute rapide dans la semaine qui suit, enfin une allure en cloche jusqu’a la fin de
I’incubation.
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fig14 :Evolution des bactéries cellulolytiques
aérobiques (N. F.T.)
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fig15 :Evolution des bactéries cellulolytiques anaérobiques au
cours de l'incubation dans les sols (N. F. T.)

3.2.3.3. Les bactéries Amylolytiques

Nous remarquons en général une rapide croissance du nombre des les premiers jours
atteignant un maximum au 3“"jour, puis une stabilité est enregistrée jusqu’au 21°™ pour les trois
sols

A partir de la 3™ semaine : -le nombre de bactéries diminue dans le sol traité par les
feuilles et particuliecrement dans le sol non traité. Par contre, dans le sol traité par les tiges, la
stabilité se poursuit et a tendance a une 1égére croissance a partir de la 6™ semaine.

Concernant ce type de bactéries, la décroissance est remarquable dans les sols amendés
par les tiges (fig. 16).

3.2.3.4. Les bactéries Pectinolytiques

Ces bactéries marquent pratiquement les mémes types d’évolution que celui des
Amylolytiques, pour les sols amendés par les feuilles et les tiges qui marquent une décroissance a
partir de la 2°™ semaine et qui s’accentue a partir de la 3°™ surtout pour le sol traité par les tiges
qui se stabilise a partir de la 5™ semaine, alors que pour le sol traité par les feuilles, cette

décroissance est beaucoup plus ralentie a la méme période et se stabilise & un nombre entre
1,7.10" et 2,5.10° cellules/ml (fig.17)
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Cette dégradation pourrait permettre un développement microbien rapide au début du
cycle, comme I’indique les résultats ; alors que pour la différence enregistrée entre le taux des
tiges et celui des feuilles (Alexander, 1982). Quant a la cellulose, la différence remarquée dans
I’évolution des bactéries anaérobiques pourrait étre expliquée par 1’effet perméable des tiges sur
la structure du sol en provoquant une aérobiose inhibant ainsi les bactéries de se développer.
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fig16 : Evolution des bactéries Amylolytigues au cours de

I'incubation dans les sols (N. F. T.)
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3.3. Isolement et sélection des souches cellulolytiques efficientes

En se basant sur les résultats obtenus des deux screening réalisés, sur les 32 isolats, quatre
souches ont été choisies ; il s'agit de F8 et F9 pour I’amendement par les feuilles, T11 et T13 pour
I’amendement par les tiges. Ces souches ont montré une capacité de produire des quantités
notables de sucres réducteurs dans le milieu par rapport aux autres Tableau.1, et en prenant en
considération leur aptitudes a se développer sur les différents milieux solides (Al, A2, ........ ,
A7).

La lecture des résultats sur ces milieux se fait en se basant sur la croissance et la taille des
colonies développées a la surface : Tableau 2.

++++.............développement abondant
Sl SO développement moyen
A développement réduit
o développement tres réduit
()i, aucun développement

Ces souches sélectionnées sont, a savoir F8 et F9 pour I’amendement par les feuilles ; T11
et T13 pour I’amendement par les tiges ; ces souches ont subi encore une fois une étude de
tolérance aux différentes concentrations de phénol et acide cinnamique.

3.3.1. Tolérance aux phénol et acide cinnamique

Les résultats exprimés nous montrent une évolution décroissante en fonction de
I’augmentation de la concentration soit au phénol, soit a I’acide cinnamique.

3.3.1.1. Pour le phénol

Les souches F9, T11 et T13 réagissent d’une fagon a peu pres similaire a I’augmentation
de la concentration du phénol. Quant a la souche F8, elle présente une décroissance nette a la
concentration 2g/1 de phénol. (fig. 18).

3.3.1.2. Pour ’acide cinnamique

Les quatre souches présentent approximativement la méme décroissance néanmoins la
souche F8 se démarque des autres par une augmentation entre 0,5g/1 et 1,5 g/I. pour décliner enfin
au-dela de cette concentration avec les autres souches, les stabilités de réaction sont plus ou moins
différentes selon les concentrations tels que la souche F9, entre les valeurs de doses 1 et 1,5 ; la
souche F8 a réagit a plusieurs intervalles de sensibilités a savoir 0 a 0,5 et 1,5 a 3 g/I (fig. 19).

31



nombre de
bactéries/g sol sec

1,00E+13
1,00E+12
1,00E+11
1,00E+10 -
1,00E+09 -
1,00E+08 -
1,00E+07 -
1,00E+06 -
1,00E+05 -
1,00E+04

—&— phenol F8
—Ill— phenol F9
—— phenol T11
—X— phenol T13

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 [C]

fig 18 : Tolérances des quatres souches sélectionnée aux différentes
concentrations de phénol

nombre de
bactéries/g sol
sec

1,00E+13
1,00E+12
1,00E+11
1,00E+10
1,00E+09
1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04

.F8
. F9
.T11
.T13

o 05 1 15 2 25 3 35 [C]
fig 19 : Tolérances des quatres souches sélectionnées
aux différentes concentrations d'acide cinnamique

3.4. Etude de la cellulolyse

3.4.1. Activité Cellulolytiques sur substrats commercialisés :

L’expression de D’activité cellulolytique des souches testées est basée sur I’allure des
courbes sur différents substrats.

Nous constatons que les quatre courbes ont une allure croissante (fig. 20, 21, 22, 23).
La F8 présente la plus grande activité sur le substrat CMC.

La F9 sur le coton et le papier tabac.

La T13 sur le coton.

La T11 n’a pas de substrat privilégie.

Les souches isolées, combinées deux a deux en cultures mixtes ont a peu pres des activités
cellulolytiques semblables sur tous les substrats fig.24 et 25.
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pg/ml —4—Coton

1- —ll—Pap. Tab.
0,09 —A— Cel. Micro.
—>%—C.M.C.

0 10 20 30 40 50 60 70 temps(min.)
fig 20:Evolution de la cellulolyse de la souche séléctionnée F8
sur substrats commercialisés en fonction du temps

Les souches isolées, combinées deux a deux en cultures mixtes ont a peu prés des activités
cellulolytique semblables sur tous les substrats Fig. 24 et 25.

—&—Coton
—ill—Pap.Tab.
—— Cel.Micro.
—X—C. M. C.

0,1
0,09 +
0,08 -
0,07 -
0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02
0,01

0 10 20 30 40 50 60 70 temps (min.)

fig 21 :Evolution de la cellulolyse de la souche séléctionnée F9
sur substrats commercialisés en fonction du temps

pg/ml

—&— Coton
—l— Pap. Tab.
—#— Cel. Micro.
——C.M.C.

0,1 4
0,09 -
0,08
0,07 -
0,06 -
0,05
0,04
0,03 -
0,02
0,01

0

0O 10 20 30 40 50 60 70 temps(min)

fig 22: Evolution de la cellulolyse de la souche séléctionnée T11 sur
substrats commercialisés en fonction du temps
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pg/ml —&—Coton
—l—Pap. Tab.
0,1+ —aA— Cel.Micro.
0,09 - —>¢—C. M. C.
0,08 -
0,07 -
0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 ~
0,02
0,01

0 10 20 30 40 50 60 70 temps (min.)

fig 23: Evolution de la cellulolyse de la souche séléctionnée
T13 sur substrats commercialisés en fonction du temps

0 T T T T T T 1
0 10 2 30 40 50 60 70 temps (min)

fig24 : Evolution de la cellulolyse des souches séléctionnées F8 +F9 sur
substrats commercialisés en fonction du temps
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pg/mi —&—Coton

0,1 - —ll—Pap. Tab.
0.09 —&— Cel. Micro.
0’08 —%—C.M.C.

0,07 A
0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03
0,02 A
0,01 A
0 \ \ \ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 temps (min.)

fig 25 : Evolution de la cellulolyse des souches séléctionnées
T11 +T13 sur substrats commercialisés en fonction du temps

3.4.2. Activité cellulolytique sur substrats végétaux

D’aprés les résultats obtenus, (fig. 26) nous remarquons que toutes les souches isolées
testées séparément, montrent une activité efficace et nette sur la cellulose, utilisée comme témoin.
L’activité sur substrat a base de tiges est supérieure a celle sur un substrat a base de feuilles.

En ce qui concerne les cultures mixtes, F8 + F9 est plus active sur les tiges que sur le
reste, alors que T11 + T13 n’a aucune activité sur les feuilles.

0.8 - O feuilles
0.7 H tiges
05 O cellulose

souche(s)
F8 F9 T11 T13 F8+F9  T11+T13

fig 26 : Evolution de la cellulolyse des souches séléctionnées sur substrats
végétaux

3.5. Caractérisation des souches isolées.

Les différents tests d’identification et caractérisation de différentes souches sélectionnées
comme cités précédemment sont regroupées dans le Tableau3.

3.6. Essais d’identification

D’aprés la classification selon Bergey 2000 nous avons procédé a une caractérisation et
identification préliminaire de nos souches isolées a partir des amendements par les feuilles ainsi
que les tiges.
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3.6.1. Les souches F8 et T11

Elles peuvent étre alliées a la section 13 du volume II qui contient presque toutes les
bactéries Gram positif formatrice d’endospore. Les endospores bactériens sont intracellulaires
rondes ou ovales ; elles ont une structure complexe avec une tunique, un cortex et une membrane
interne entourant le protoplaste, elles contiennent de 1’acide dipicolinique, trés résistantes a la
chaleur et peuvent rester dormantes et viables pour de trés longues périodes et restent les bactéries
les plus distribuées et principalement des habitants du sol.

Les conditions du sol sont souvent extrémement variables et les endospores favorisent
¢videmment la survie durant les périodes de sécheresse ou de manque d’éléments nutritifs.

Les genres les plus importants (et les plus soupgonnées dans notre cas) sont : Bacillus et
Clostridium.

3.6.2. La souche T13 :

Isolées a partir du sol amendé¢ par la poudre de tiges, seront alliées a la section 15 du vol
I1. Elles présentent les caractéristiques des bacilles Gram positifs irréguliers non sporulants, ces
bactéries possédent un métabolisme aérobie facultatif, elles sont droits légeérement incurvés,
possédent le plus souvent des renflements en forme de massue, ou d’autre forme. Les genres les
plus représentatifs sont: Corynebacterium, Arthrobacter et Actinomyces ; mais notre souche
présente un rapprochement beaucoup plus a Arthrobacter son caractére le plus distinctif est un
cycle de développement bacille-coque a 25°C (cas de 4. globiformis). En phase de croissance
exponentielle, les Arthrobacter sont des bacilles irréguliers ramifiés et peuvent se diviser par
cassure. Lorsqu’elles entrent en phase stationnaire, les cellules prennent une forme coccoide.
Transférées dans un milieu frais les cellules coccoides produisent des excroissances et forment a
nouveaux, des batonnets en croissance active.

Bien qu’en les isole du poisson, des eaux usées des surfaces végétales. L habitat majeur
des Arthrobacter est le sol dans lequel il constitue un composant important de la flore
microbienne. Ils sont bien adaptés a cette niche car ils sont trés résistants a la dessiccation et au
manque de nourriture. Ce genre est particulierement souple d’un point de vue nutritionnel, il peut
méme dégrader certains herbicides et pesticides, ils sont probablement importants dans la
minéralisation de molécules organiques complexes.

3.6.3. La souche F9

Isolée a partir du sol amendé par les feuilles et qui ont eu une réaction négative a la
coloration de Gram ; elles se situe dans le volume 1 de la section 3, regroupant les bactéries Gram
négatives incurvées, non mobiles ou rarement mobiles. Ces bactéries sont répandues dans les sols,
les milieux d’eau douce et marins, toutes les espéces connues sont libres.

Actuellement beaucoup de ces bactéries sont placées dans la famille des Spirosomaceae
avec 3 genres : Spirosoma, Runella, Flectobacillus. Les bactéries résistantes forment quatre autres
germes ; Microsystus est le mieux étudié, se développant sous la forme d’anneau et possédent
parfois des vacuoles gazeuses pour lui permettre de flotter.
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4. Discussions et interprétations

4.1. Discussions

Les matieres organiques augmentent la fertilité du sol c’est-a-dire elles améliorent a la fois
sa qualité physique, chimique et biologique (Soltner D.1988).

Il existe plusieurs facteurs intervenant dans la dégradation de la matiére organique, car elle
est conditionnée par sa composition chimique ainsi que les conditions physico-chimiques du
milieu, tels que 1’aération, I’humidité le pH, I’Oxygene ainsi que le rapport C/N.

Vu I’étroite relation entre les différents composants de la matiere organique. La
connaissance du rapport C/N peut éviter soit le gaspillage de la maticre fertilisante, soit
I’appauvrissement de I’amendement en ¢léments essentiels pour la fertilité du sol.

4.1.1. Minéralisation du carbone

4.1.1.1. Taux de minéralisation du carbone par respirométrie

Dans le but de suivre la minéralisation du carbone total dans le sol, nous avons représenté
les résultats de la minéralisation par un taux en fonction de la respiration ; fig. 27. Ces courbes
expriment une allure croissante dés le premier jour d’incubation, atteint rapidement un maximum
dans la premicre semaine, pour le sol traité par les tiges et surtout pour le sol non traité.

0,0éaalc

0,04 —e—Ran/Csn
—— Raf/Csf
0,03 —— Rat/Cst

0,02

0,01

0 T T T T T T : .
0 7 14 21 28 35 42 49  ‘§mps (jours)

fig 27 Estimation du taux de minéralisation du carbone
par respiration aérobique par rapport au carbone total
en fonction du temps

Quant au sol traité par les feuilles nous notons une plus intense et plus rapide
minéralisation. Cette intensité se montre fluctuante pour le sol témoin et le sol traité par les
feuilles.

Ran/C
0,05 —

—<@—Ran n/Csn
004 - ——Ran f/ICsf
’ —A—Ran t/Cst

0 T T T T T T T
0 7 14 21 28 35 42 49 56 temps(jours)
fig 28 :Estimation du taux de minéralisation du carbone par
respirométrie anaérobique parrapportau carbone total en
fonction du temps
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En anaérobiose (Fig. 28) I’intensité respiratoire est beaucoup plus lente et plus réduite que
celle de I’aérobiose. La minéralisation du sol témoin a tendance a se stabiliser voire légérement
croissante.

4.1.1.2. Taux de minéralisation du carbone de la plante

Pour avoir une idée du taux de minéralisation des feuilles et des tiges séparément, nous
avons procédé a soustraire le taux du carbone du sol témoin de celui traité par les feuilles d’une
part et d’autre part de celui traité par les tiges.

Ce calcul a été fait pour les différentes phases de 1’incubation (1%, 3eme geme | géme o jeme
28%Mme, 35Me 42eme ot 57¢MEY  Ces résultats exprimés sur les figures 29 et 30 montrent une forte
activité respiratoire dans la premicre semaine, puis 1’intensité diminue rapidement et tend a se
stabiliser. Bachelier G. (1968) explique ce phénoméne d’augmentation par le fait du séchage du
sol a I’air avant amendement et humidification.

Ce dégagement de CO, moins intense dans le sol mis en anaérobiose qu’en aérobiose,
parait dépendant non seulement de la teneur en carbone, immédiatement minéralisable, mais aussi
de la teneur en carbone total, susceptible de devenir facilement minéralisable dans le temps
d’incubation (Dommergues Y. & al. 1978), ce qui explique les fluctuations du quotient de
minéralisation.

En comparant les deux échantillons traités par les feuilles et les tiges nous pouvons dire
que cela pourrait étre di a la structure et la composition en matieére organique dans les différentes
parties de la plante. Nous observons une nette contribution a la respirométrie par les tiges qu’elle
soit en aérobiose ou en anaérobiose, ce qui laisse supposer I’intervention de la forte teneur en
cellulose chez les tiges que chez les feuilles.

mgCO,/g sol sec

—&—Ra (f-n)

1,2 —=—Ra (t-n)
1

0,8

0,6

0,4

0,2
0 T

T T T
0 7 14 21 28 35 42 49 56 temps(jours)
fig29 :Estimation du taux de minéralisation du carbone par

respiration aérobique par rapport au carbone apporté par
I'amendement, en fonction du temps

mgCO,/g sol sec

1,2
14 ——Ran (fn)

—m— Ran (t-n)
0,8 -

0,6 4

0,4
0,2

0 7 14 21 28 35 42 49 56 temps(jours)

fig 30: Estimation du taux de minéralisation du carbonepar respirométrie
anaérobique par rapport au carbone apporté par I'amendement en fonction du
temps
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4.1.2. Devenir de ’azote apporté par ’amendement

Afin de pouvoir montrer 1’effet de ’amendement sur la minéralisation de 1’azote; deux
comparaisons ont été faites; I’une intra—traitement (méme sol) et ’autre inter—traitement (sols
différents). Cette méthode permet de montrer quel est le traitement le mieux favorable a une
minéralisation efficientes, ammoniacale ou nitrique dans les feuilles ou bien dans les tiges.

4.1.2.1 Comparaisons intra—traitement

Dans le sol traité par les tiges nous constatons que la production d’ammoniaque est
nettement plus élevée que celle des nitrates et des nitrites regroupés, du début de 1’incubation
jusqu’a la 4™ semaine. A partir du 28™ jour une remarquable nitrification s’enregistre au
dépend de I’ammoniaque (fig.31)

mgl/g sol sec

30
—&®—NH4 t
25 ——NO3 t

20

0 7 14 21 28 35 42 49 56 temps(jours)

fig 31:Evolution de la production de I'azote ammoniacal et
nitrique dans les tiges

Quant au traitement par les feuilles, nous remarquons deux courbes a allure presque
opposée :

-Aprés une chute d’ammonification durant 24 heures, nous notons une remarquable
ammonification qui atteint un maximum au 14°™ jour, puis une diminution progressive jusqu’a la
fin de I’incubation.

-Contrairement 4 I’ammonification, la nitrification décroit jusqu’au 7°™ jour pour devenir
relativement stable (Fig. 32)

mg/g de sol sec

30

25 —&—NH4f
——NO3f

20
15

10

0 T T T T T T T T 1
0 7 14 21 28 35 42 49 56 temps (jours)

fig 32: Evolution de la production d'azote ammoniacal et
nitrique dans les feuilles

4.1.2.2. Comparaison inter—traitement

La comparaison inter—traitement nous fait apparaitre qu’il y a production élevée
d’ammoniaque a partir de ’azote des feuilles que celui des tiges mais tendent tous les deux a se
confondre a partir du 42°™ jour jusqu’a la fin de I’incubation (fig.33).
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Pour la nitrification de I’azote, il est remarquable que les tiges y participent mieux que les
feuilles, surtout a partir du 7°™ jour ou un parallélisme s’établit entre les tiges et les feuilles
(fig.34).

mg/g sol sec

30
25
20
15
10

5

0

0 7 14 21 28 35 42 49 56

T

temps (jours)

fig 33:Comparaison des taux de production d'azote ammoniacal par
les feuilles et les tiges

mgl/g sol sec
30
—&—NO3t

25 —m—NO3f

20

0 - T T T T T T T 1
0 7 14 21 28 35 42 49 56 temps (jours)

fig34 : Comparaison des taux de production d'azote nitrique
donné par les feuilles et les tiges

En résumeé:

-Dans les tiges I’'ammonification décroit et la minéralisation croit (fig. 31). La nitrification
dépasse I’ammonification a partir du 29 jour. Ceci s’expliquerait par un desséchement lors de
I’incubation.

-Dans les feuilles ’ammonification est plus importante que la minéralisation, mais elle
décroit fortement tout au long de I’incubation. La minéralisation a une légere tendance a accroitre
(fig. 32) ; cette figure met en évidence la disparition de I’azote organique a la fin de 1’incubation.
Les feuilles seraient donc plus minéralisables que les tiges.

-En général I’ammonification est plus importante dans les feuilles que dans les tiges. A
partir du 42°™ jour D’inverse se produit. Mais dans les deux cas les courbes ont une allure
décroissante (fig.33).

-La nitrification est croissante aussi bien dans les tiges que dans les feuilles mais
quantitativement elle est plus importante dans les tiges (fig. 34), méme si les feuilles sont plus
minéralisables que les tiges, ces derniers produiraient plus de NOs que dans les feuilles.

La figure 31 révéle une nitrification dépassant I’ammonification a partir du 29°™
ceci s’expliquerait peut €tre par un desséchement parvenu lors de 1’incubation.

jour ;

La figure 32 met en évidence uniquement la nitrification a partir du 42°™ jour. Ceci
voudrait dire qu’a la fin de I’incubation il ne reste plus d’azote organique. Les feuilles sont donc
plus minéralisables que les tiges alors que ces dernicres produisent beaucoup plus de nitrates que

les feuilles.
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4.2. Interprétation

Poirson et al. 1986 confirment qu’il peut y avoir une répartition hétérogéne dans les
organes et supposent une participation d’acides aminés non protéiques dans le transport de 1’azote
ainsi que des écarts de concentrations importantes sont décelés le long des tiges.

La transformation de 1’azote total en azote minéralisé, sous forme d’azote ammoniacal,
nitreux et nitrique, peut contribuer comme c’est le cas pour le carbone, a la détermination du C/N
dans le sol, car pour un taux de C/N > 25 a 35 la nitrification et faible. Avec une faible quantité de
carbone et une forte quantit¢ d’azote, les ammonificateurs épuisent rapidement le carbone
disponible ; les autres germes n’ayant plus de carbone a leur disposition ne pourront proliférer et
par conséquent réutiliser I’ammoniaque pour leur synthése protéique ce qualifiera les tiges
comme une bonne source d’amendement organique par rapport au feuilles qui restent faibles en
carbone et riche en autres éléments (Richter G., 1993).

Avec un C/N fort, la quantité de carbone est forte, le rendement est faible, parfois nul et ce
n’est qu’a la longue qu’il se traduit par une augmentation du taux des nitrates : la quantité
d’ammoniaque lentement libérée et réutilisée par les hétérotrophes. Pour une bonne cellulolyse,
I’azote sera donné sous forme nitrique (Duchauffour Ph.1966), alors qu’elle peut s’arréter
totalement dans les sols acides en stade ammoniaque (Dommergues Y. & al. 1978).

Donc il existe une corrélation entre la nitrification et la minéralisation de la maticre
organique, c’est a dire que plus il y a minéralisation plus il y a nitrification qui passe le plus
souvent par I’ammonification (Demelon A.1966) ;Quant a 1’accumulation de I’ammoniaque au
début de 1’étude, cela peut étre interprété, soit par la forte teneur en azote minéralisable dans les
différentes parties de la plante (feuilles et tiges) soit dans des conditions exceptionnelles ou la
nitrification se trouve bloquée.( Djellali N. 1981)

Le pH peut étre a son tour un facteur influengant car le milieu acide favorise
I’accumulation de 1’ammoniaque (Hassink J. & a/.1993). Ainsi Bachelier G. (1968) note un
maximum de pH favorisant la nitrification a 6 ce qui n’est pas notre cas, car les différentes
mesures de pH enregistrent un pH compris entre 6 et 8 (fig.9). On peut également expliquer le
phénoméne d’accumulation de la maniére dont 1’a fait Demelon A (1966), cette accumulation
peut étre provoquée par la présence de quantité notable de glucides, aussi quand le rapport C/N
diminue, car le cas des substances organiques incorporées dans le sol, C/N peut donner une idée
sur I’évolution de 1’azote total (Poirson & al. 1986).

D’une autre part, si les composés ammoniacaux n’existent dans la plante qu’en trés faible
quantité, on y trouve toujours une proportion de nitrate plus ou moins importante.

Les tiges des végétaux sont le siege principal de production de nitrate (Datta M. & al.,
1989), la quantit¢ diminue en fonction du temps; plus la plante avance en age, plus les
proportions en cellulose augmentent et le taux d’azote diminue et plus le rapport C/N augmente.

L’azote n’existe pas dans la plante uniquement sous forme protidique mais également a
I’état de composés plus simples, constituants des intermédiaires entre les composés azotés
minéraux absorbés et les substances protidiques de synthése (Ahrens Von. C. 1976).

Dans les organes végétaux tels que les feuilles, on trouve a coté des nucléoprotéines
présentes dans les chloroplastes ou le cytoplasme 20 a 40 % de 1’azote sous forme soluble, en
grande partie a I’état de composés aminés et amidés dont les plus importants quantitativement
sont I’asparagine et la glutamine (Rapin P., 1996).

Le groupement —NH,, présent dans les acides aminés proviendrait soit de I’ammoniac
(NHs, soit de I’hydroxylamine NH,OH résultant de la réduction des nitrates. Lorsque la feuille se
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détache de la plante, ses protéines subissent rapidement une décomposition hydrolytique,
I’ammonification n’a pas un caractére brutal, explosif, c’est un processus qui a son temps
d’incubation, sa phase ascendante, sa phase descendant ; celle-ci se poursuit trés longtemps. Le
maximum est d’autant plus précoce que la substance est moins complexe (urée par ex); avec les
tissus végétaux, au contraire, comme la farine de soja ou la poudre de trefle, le dégagement
d’ammoniaque est plus tardif et moins accentué (Ponge et Vannier, 1996).

4.2.1. Evolution des Bactéries

En général apparaissent d’abord des bactéries sporulées, non sporulées et des cocci ; vers
le ou le 3™ jour, les actinomycétes entre en action et prennent une extension considérable ;
cette succession correspond a la phase croissante de dégagement d’ammoniaque ; puis les
moisissures envahissent la plaque vers le 4™ jour et cette date correspond le plus souvent au
début de la phase décroissante. Il est vraisemblable que les moisissures utilisent pour leur

synthese protéique I’ammoniaque qui se forme, il a été dit que le rendement était seul mesurable
(Duchauffour, 1973).

2éme

Dans le cas de la dégradation naturelle, il s’agit non seulement d’un effet purement
chimique; mais aussi d’une adaptation biologique, comparable a des cas de parasitisme, qui doit
entrer en jeu pour I’attaque de corps organisés insoluble a structure complexe.

La conclusion s’impose que les auteurs n’ont réussi a isoler que quelques commensaux
des ferments aérobies de la cellulose soit des représentants de la flore, dites secondaires qui
accompagne toujours les microbes spécifiques ; tandis qu’ils vont complétement échouer dans
leurs recherches de vrais ferments (Charpentier, 1968).

Le papier immergé dans une solution minérale subirait une dégradation, mais ensemencé
en strie sur du papier étendu sur gélose, le microbe n’y donnerait aucune culture. En suivant ces
recherches, toujours au moyen de la méme méthode, nous nous sommes assurés bientot de la
multiplicité des bactéries aérobies ayant pour fonction, la dégradation de la cellulose et nous en
avons distingué provisoirement les Cyfophaga et le Vibrio (Winogradsky, 1927).

Les champignons dégradent 20 a 40 % de la matic¢re organique, les bactéries 2 a 10%
(Alexander, 1982), ce qui explique I’arrét ou le ralentissement de la dégradation au bout de sept
jours d’incubation (40% des feuilles et 30% des tiges), ce qui représente encore le surplus de la
maticre végétale apportée par I’amendement par rapport au témoin.

Au terme de cette expérience, nous constatons d’une maniere générale que 1’évolution de
la matiére organique prend une allure décroissante, rapide a partir du jour de I’humidification
(J=0), se poursuivant jusqu’au septiéme jour, cette constatation se voit surtout dans les résultats
de la minéralisation de 1’azote, ainsi que le rapport C/N.

Dominique Soltner (1988), note que les matiéres organiques subissent au contact du sol
une série de transformations rapides, qui agissent d’une maniére directe sur la vie du sol,
notamment les micro-organismes ; alors que les acides humiques maintiennent des quantités
constantes seulement lorsqu’il s’agit d un apport permanent et continu, ce qui explique la baisse
constatée dans nos résultats qui pourrait étre due a I’apport unique de matiere organique au début
de I’expérience ; comme peut avoir I’humidification un effet dans ce sens. (Duchauffour Ph.,
1982; Foth H.D. 1978). Ces humus vont subir eux aussi le méme phénoméne de dégradation
comme celui de la matiére organique fraiche ; seulement la différence pourrait résider dans la
rapidité de cette dégradation, car I’humus proprement dit est une mauvaise source de carbone ;
d’une autre manicre cet humus donne lieu a la formation d’acides fulviques facilement dégradable
(Demelon A.1966).
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Les acides fulviques s’accumulent sous I’action de micro-organismes dans les sols
amendés, ce qui explique la baisse constatée dans le sol témoin, comme cela peut étre di a 1’effet
du séchage du sol avant son utilisation (Bachelier G. 1966).

Parmi les critéres de caractérisation globale de la matiére organique, d’un sol ou d’un
horizon, on définit généralement le taux d’extraction (Duchauffour Ph. et Jacquin, 1966 ; Gaucher
et al .1978) le taux d’humidification ainsi que le rapport acides fulviques / acides humiques
(Duchauffour Ph.1983). Dans les trois sols €tudiés, ce rapport montre des fluctuations plus ou
moins réguliéres et variables, entre 0,43 et 0,97, jusqu’a la 4™ semaine, ou le sol traité par les
tiges se distingue par une rapide augmentation de ce rapport et cela jusqu’a la fin de I’incubation
(fig.35). Quant aux autres sols, ce rapport prend une allure linéaire a partir de la cinquieme
semaine, il augmente pour le sol traité par les feuilles et baisse dans le sol témoin.

Les acides fulviques s’opposent aux acides humiques par leur maintien en solution au pHs
inférieurs a 2,5. Chiminade R. et al. 1970 observent que les acides fulviques peuvent se
transformer en polycondensats présentant les propriétés des acides humiques. Il s’agit aussi de
dégradations chimiques des acides (Dommergues Y. et Mangenot F. 1970).

rapport AH/AF

2,5 —&—Ac. Hun/Ac.Fun
—l—Ac. Hu f/Ac.Fu f
—a—Ac. Hu t/Ac.Fut

0 T T T T T T T )
0 7 14 21 28 35 42 49 56 temps (jours)
fig35 Rapport Ac. Humique / Ac. Fulviques dans les sols
traités et le sol témoin (N.F.T.)

D’une autre part, comme les sucres constituent des substances énergétiques pour la vie
microbienne ; les extraits de sols renferment aussi, a coté des sucres libres de nombreux acides
organiques de bas PM.

Le dégagement de CO, des sols est étroitement lié a leur teneur en « sucres libérés »
(Bachelier G.1968).

A coté de leur role d’aliments énergétiques de la microflore, les glucides peuvent aussi
avoir, dans le sol une réaction spécifique sur une fonction bactérienne définie et participe ainsi
directement au déterminisme de 1’équilibre dynamique des sols.(Nakary-Setili T. et al.1997)

Il existe une relation étroite entre le diagnostic foliaire et le diagnostic ligneux car au
vieillissement les produits ligneux migrent vers les feuilles essentiellement. Ces lignines viennent
ralentir plus ou moins la décomposition de la cellulose lorsqu’elles atteignent 15 % (Christensen
Bent. T. 1985).

Afin de mettre au clair ’interprétation, nous allons comparer I’action cellulolytiques des
souches sélectionnées ; individuellement puis regroupées, sur chacun des substrats. Alors nous
remarquons que le comportement de chaque souche peut étre différent selon le substrat utilisé et
la culture ; pure ou mixte.
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Toute les souches agissent d’une maniere générale sur le coton hydrophile, en particulier
les souches isolées a partir du sol amendé par les feuilles ; F8 et F9, puis vient en seconde
position le papier tabac, alors qu’en principe c’est la cellulose ainsi que la CMC qui devraient étre
attaquées en premicres (Chetouane M. 1986), étant donné qu’il s’agissent de bactéries
Cellulolytiques de premier ordre.

La souche F8 s’est démarquée dans son étude a la résistance au phénol et a 1’acide
cinnamique.

Les composants dans le systéme plante/sol, ayant les plus faibles rapports C/N, les plus
riches en substances nutritives sont la matiére organique du sol, les micro-organismes, les insectes
et les autres animaux (Adam M.W.W.,1993). Les micro-organismes, en plus de leur contribution
aux niveaux nutritifs du sol, ils jouent des roles importants en décomposant la maticre végétale
qui sans les micro-organismes elle s’accumule dans 1’environnement (Léonard A.,1990).

Dans les sols, la phase solide (composés organiques et inorganiques) domine et la plupart
des sols, avec quelques exceptions importantes sont essentiellement aérobie (Prescott et al.,
1995). Le sol constitue un environnement unique pour les micro-organismes, les conditions de vie
varient fortement avec les différences des caractéristiques et de conditions environnementales des
sols.

I1 faudra noter ainsi que le sol contient également d’autres organismes que les bactéries et
les mycétes, comme les protozoaires, des insectes, des nématodes et des animaux.

Les populations microbiennes des sols peuvent étre trés importantes dans un sol
superficiel (s’approche de 10® a 10° cellules/ g de matiére séche) (Roussos S. et al. 1991).

Les bactéries Gram positif qui sont présentent a des degrés variables de développement
une partie importante et peu étudiée de la communauté microbienne du sol. Parmi elle il y a les
corynébactéries, les nocardioformes et les actinomycetes.

Les bactéries jouent alors comme nous l’avons remarqué un rdéle majeur dans la
dégradation des matiéres végétales et de I’humus du sol.

La matic¢re organique apportée augmente la microflore zymogéne (ex : les membres du
genre Pseudomonas) au détriment de la microflore autochtone, se développant sur la maticre
organique native (Arthrobacter et Actinomycetes). (Paerl H. W. 1984).

44






5. Conclusion :

L’étude de la dynamique de la matiére organique introduite dans le sol nous a permis de
nous faire une idée générale sur I’influence de I’amendement organique dans le sol (féves: tiges et
feuilles séparées, séchées et broyées). Ainsi nous avons pu constater que les différentes parties de
la matiere organique retournée au sol participent, chacun de son coté a un apport bien défini de
substances et ¢léments essentiels, les feuilles dans I’apport en éléments volatils (azote et nitrates)
les tiges en éléments carbonés (sucres et substances carbonées).

Au cours de ce travail nous avons expérimenté dans un premier temps 1’évolution de la
maticre organique dans le sol en fonction du temps et a une température constante, dans la
dégradation de la féve ajoutée a 10 g dans 100 g de terre.

Cette contribution de la minéralisation de la matiére organique de Vicia faba a nécessité
une longue méthodologie a savoir; le prélévement de sol, du matériel végétal, des analyses
physico-chimiques du sol et de la plante, des analyses microbiologiques et biochimiques avec
essais d’identification de quelques souches bactériennes.

I1 ressort de cette étude que la cellulolyse est beaucoup plus importante dans les substrats a
base de tiges que dans les substrats a base de feuilles. Ceci s’expliquerait par une teneur en
cellulose plus élevée dans les tiges que dans les feuilles et inversement pour la teneur en azote
minéral.

Aussi, nous avons dénombré une population plus importante de microbes aérobies dans les
tiges que dans les feuilles ; Par contre le nombre important de microbes anaérobies est observé
dans les feuilles.

Par ailleurs les amendements organiques restent les plus efficaces et de meilleur
rendement agricole que les substrats commercialisés. Concernant la cellulolyse, les différentes
souches testées en cultures pures ne présentent pas de différences cellulolytiques. Par contre leur
regroupement par bindme donne une activité cellulolytique importante, ceci montre le role
important de la symbiose. Pour I’identification de souches une étude biochimique s’avere
nécessaire.

Compte tenu de sa biodégradabilité et de sa grande culture parmi les 1égumineuses en
Algérie, la féve pourrait avoir un intérét particulier dans 1’amendement organique des sols
agricoles afin d’augmenter leur fertilité, sa teneur en flavonoides stimulant de nodulation dans le
cadre de la fixation symbiotique de I’azote moléculaire pour les cultures suivantes (POIRSON A.
LAHRER F. 1986 RICHTER G.1993); le sol peut étre heurté a la disponibilité de I’eau car la
matiere organique retournée au sol provoque une soif hydrique, en modifiant la pression
hydrostatique et influengant le point de flétrissement et ralentir ainsi le role important de la
microflore tellurique du cycle du carbone (en particulier).

Pour finir, il importe de signaler que les difficultés matérielles ne nous ont pas permis
d’approfondir ce travail dans certains sens. Il aurait été en particulier intéressant de réaliser
parallélement a cette étude, un travail in sifu afin de voir I’influence du climat et des conditions
naturelles sur la dégradation ou bien procéder a une comparaison du méme amendement avec un
autre sol.
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Annexes

Composition du milieu « A » liquide

Cellulose microcristalline.....................oo.e.e. 1
Sels minéraux (NH4)2SO4. .. 2
KHoPO4. .o 2
KoHPOy..ooiiiiiien . 6
MgSO4.7H20 ................ 0,05
FeSO4.7H,0................ 0,001
NaCl...........oooviiini. 0,05
Extraitdelevure.........ooooviiiiiiiiiiiiiannnnn, 0,05
ACtidIONE. ... 0,04

Composition de la solution nutritive (en g/1).

MgSO4.THyO. v 0,2

NaClioiiiiiieeeeeeeen 0,1

(O T O] SRS 0,02

Na2M004.2H20 ............................... 0,002

MnSO4H0. ..o, 0,01

FeNaEDTA.......cccoeviieiieiieieeie 1,64%(poids/volume)
pH:7
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Valeurs physico-chimigues du sol de Oued Smar

Humidité 15,02
pH 7,5
C/N 12,68
Texture Argileuse (I’argile dépasse 50 %)*
Couleur Entre brun et brun foncé*
Acide humiques 0,039
Acides fulviques 0,022
Sucres
Hydrosolubles 2,02
Acidosolubles 0,39
Taux de matiére organique 3,56

Stabilité structurale

Bonne logjo Iy = 1,09*

Calcaire

Presque dépourvu de calcaire total (= 01)*

Complexe absorbant

Faible C.E.C. entre 8,7 et 11,9 meqg/100g

* Meziani R.

Valeurs physico-chimiques de la matiére organique utilisé

Feuilles Tiges
Humidité 13,4 7,0
pH 5,14 4,89
C/N 12,77 23,73
Matiere organique
(incinération) 3,84 7,83
Sucres totaux
hydrosolubles 13,37 13,07 mg/g
acido-solubles 1,9 4,43 mg/g
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